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Die Stamm- und Vorläuferzellen, im Weiteren als Progenitoren bezeichnet, des humanen Darms 
treten seit einigen Jahrzehnten immer stärker in den Fokus der Forschung. Mit der Entdeckung 
von Progenitorzellen im zentralen Nervensystem in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts kamen 
auch Bestrebungen auf, im peripheren Nervensystem nach Progenitoren zu suchen. Bald darauf, 
zu Beginn des 21. Jahrhunderts, wurden Sie entdeckt. Diese Population von Zellen bietet eine 
vielversprechende Möglichkeit, aus adultem Darmgewebe Progenitorzellen zu isolieren und 
diese therapeutisch, bei einer Vielzahl gastroenterologischer Erkrankungen, autolog einzusetzen. 
Derzeit werden auch andere mögliche Stamm- und Vorläuferzellen evaluiert. 
Die vorliegende Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung humaner, 
enterischer, neuraler Progenitorzellen. Dies ist essentiell für eine mögliche, klinische 
Translation. Es gelang, die in vitro Kulturbedingungen der isolierten, humanen Zellen durch 
Wachstumsfaktorenzugabe und Supplemente zu verbessern und ermöglicht so auch ein besseres 
Verständnis der in vivo-Situation. Weiterhin wurde das sich verändernde enterische 
Nervensystem des humanen Darms,  in verschiedenen Altersstufen, spezifisch isoliert und 
analysiert. Es konnten neuartige Befunde zum Verlust von neuronalen Zellen im Allgemeinen 
und der charakteristische Verlust von NOS-Neuronen im Speziellen erhoben werden.  Erstmals 
beobachtet wurde die Erhöhung der Genexpression für Gliazellen im gealterten ENS. Die 
gewonnen Erkenntnisse wurden weiterhin in einer in vivo-Transplantationsstudie angewendet. In 
ein Mausmodell mit einem chemisch geschädigten Darmnerensystem wurden postnatale, 
humane Progenitoren eingebracht und es gelang der Beweis einer verbesserten Funktionalität 
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1.1 Anatomie des Darms 
Der Magen-Darm-Trakt beginnt in der Mundhöhle und führt über den Oesophagus (Speiseröhre) 
in den Magen. Über Duodenum (Zwölffingerdarm), Jejunum und Ileum zieht sich der drei bis 
vier Meter lange Dünndarm zum Appendix vermiformis (Wurmfortsatz) und geht in das Colon 
(Dickdarm, Abbildung 1A) über. Das Colon ist ca. 120-150 cm lang und unterteilt sich in 
Caecum (Blinddarm), Colon ascendens (aufsteigender Dickdarm), Colon transversum 
(querverlaufender Dickdarm), Colon descendens (absteigender Dickdarm), Colon sigmoideum 
(s-förmiger Dickdarm) und Rektum (Mastdarm). Der Darm ist ein sehr heterogenes Gemisch aus 
verschiedenen Gewebetypen. Inmitten der äußeren Längs- und der inneren Ringmuskulatur liegt 
der erste große Nervenplexus, der Plexus myentericus (Auerbach Plexus). In der 
darüberliegenden Schicht, der Tela submucosa, unterhalb der Muscularis mucosae, befindet sich 
ein weiteres großes Nervengeflecht, der Plexus submucosus (Meissner Plexus), welcher im 
Inneren durch die abschließende, luminale Schicht der Mucosa und des Darmepithels begrenzt 
ist (Abbildung 1). Die Colon-Mucosa ist durch sog. Krypten, 1 mm tiefe Einsenkungen, 
charakterisiert. Diese Krypten vergrößern die Oberfläche des Colons beträchtlich und seine 
Colonozyten weisen einen kürzeren Mikrovillibesatz auf als der Dünndarm. Darmzotten, wie sie 
im Dünndarm vorkommen, fehlen im Colon gänzlich (Junqueira 2002). 
Das vom endodermalen Keimblatt abstammende, intestinale Stammzellenkompartiment (ISC) 
(Abbildung 1B) befindet sich im Bereich des Kryptengrundes in einer gut geschützten Region, 
wo kaum Scherstress oder potentiell toxische Reagenzien hingelangen. Intestinales Epithel 
besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zellen, welche mit mesenchymalen Zellen assoziiert 
sind (Crosnier, Stamataki et al. 2006). Am Kryptengrund befinden sich sekretorische 
Panethzellen und das ISC, während die verbleibenden Zellen zum Großteil stark proliferierende 
Vorläuferzellen (ca. zweimal pro Tag) darstellen, welche die wesentliche Grundlage für die 
rapide Selbsterneuerung des Epithels bilden (Crosnier, Stamataki et al. 2006). Am oberen Ende 
der Krypten befinden sich die ausdifferenzierten, sekretorsich aktiven Zellen (Paneth- und 
Becherzellen) oder absorptive Zellen (Enterozyten). In den mittleren Bereichen sind die sog. +4-
Zellen lokalisiert, welche die ersten Nicht-Paneth-Zellen repräsentieren und ursprünglich als 
Stammzellen identifiziert wurden. Sie befinden sich in der Regel an vierter Position vom 
Kryptengrund ausgehend (Mills and Gordon 2001; Potten, Gandara et al. 2009). Neuere Studien 
deuten jedoch auch darauf hin, dass die multipotenten Stammzellen im gesamten unteren 
Kryptenbereich, in der sog. „Stammzellzone“ verteilt sein könnten (Barker, van de Wetering et 
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al. 2008). Bereits 1974 etabliert und bis heute diskutiert wird die Theorie, dass alle 
ausdifferenzierten Darmzellen aus einer einzigen Stammzelle heraus gebildet werden können 
(Cheng and Leblond 1974). 
 
Abbildung 1: Übersicht über das Colon, seine Anatomie und die Morphologie der Krypten und 
der Plexus 
(A) Anatomie des Colons. Zwischen der äußeren Längs- und der inneren Ringmuskulatur 
befindet sich der Erste der zwei großen Nervengeflechte, der Plexus myentericus. In der 
darüberliegenden Schicht, der Submucosa befindet sich der Plexus submucosus. Nach innen wird 
der Darm durch die Schichten der Mucosa und des Epithels abgegrenzt. (Heanue and Pachnis 
2007) modifiziert. (B) Organisation des Stammzellkompartiments innerhalb der Darmkrypten. 
Gezeigt ist die Verteilung der epithelialen Subtypen innerhalb der Kryptenstruktur im Vergleich 
zwischen Dick- und Dünndarm. Das Vorkommen von Stamm-und Vorläuferzellen beschränkt 
sich im gesamten Gastrointestinaltrakt auf die Krypten. (Medema and Vermeulen 2011) 
modifiziert. (C-E) Visualisierung der Ganglien des Nervengeflechts. Der Plexus, beispielhaft am 
Caecum der Ratte dargestellt, wurde durch Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH) 
Diaphorase-Färbung visualisiert (Silva, Natali et al. 2008). 
 
1.2 Das enterische Nervensystem 
Die beiden konzentrisch angeordneten Plexus kontrollieren weitgehend unabhängig vom 
zentralen Nervensystem (ZNS) die Darmperistaltik, den Wasser- und Elektrolytetransport, den 
Blutfluss und die Sekretionen des Darmepithels. Außer der Nahrungsaufnahme und der 
Defäkation wird die Motorik des gesamten Magen-Darm-Traktes unwillkürlich gesteuert. Diese 
intrinsische Innervation gewährleistet durch entsprechende Verknüpfungen aktivierender und 
Einführung 3 
 
hemmender Neurone die alleinige Koordination peristaltischer Bewegungen. Dank seiner 
weitgehenden Autonomie  (Wood and Grundy 1998; Grundy and Schemann 2005) wird das 
enterische Nervensystem (ENS) auch das „kleine Gehirn“ oder „zweite Gehirn“ genannt. Es 
reguliert peristaltische und sekretorische Aktivitäten auch nachdem alle extrinsischen 
Verbindungen vom ZNS getrennt werden. Über extrinsische oder intrinsische Verbindungen mit 
dem Sympathicus und dem Parasympathicus können jedoch regulatorische Impulse durch das 
ZNS gegeben werden. Im dorsalen Vaguskern des Hirnstamms und in sakralen Segmenten des 
Rückenmarks liegen die parasympathischen Steuerungszentren, während sich die sympathischen 
Kerngebiete in den Seitenhörnern des thorakalen und lumbalen Rückenmarks befinden (Kummer 
2010). 
Das enterische Nervensystem entsteht aus dem neuro-ektodermalen Keimblatt und bildet den 
größten und komplexesten Teil des peripheren Nervensystems (PNS). Die 
Neuralleistenzellwanderung aus dem rhombencephalen (vagalen) Abschnitt der Neuralleiste 
bildet den Hauptteil des ENS, während über den sakralen Bereich eine kleine Subpopulation 
neuraler Zellen in den Dickdarmbereich einwandert und ihn besiedelt (Burns and Douarin 1998; 
Burns, Pasricha et al. 2004). So ist nach ca. 6 Wochen der humane Darm vollständig kolonisiert 
(Newgreen and Young 2002).  
Etwa 100 Mio. Neurone, der Anzahl Neurone im Rückenmark vergleichbar, sind in den 
sogenannten Ganglien des ENS strukturiert (Gershon 1999). Der Plexus myentericus koordiniert 
hauptsächlich die Motorik, der Plexus submucosus hingegen die Sekretion und Absorption. 
Zur Neuromuskulatur des Darms gehört neben Nerven- und glatten Muskelzellen ein weiteres, 
stark verzweigtes Netzwerk interstitieller Zellen, welches sich heterogen verteilt in allen 
Schichten des GI-Traktes findet. Die Zellen wurden nach ihrem Entdecker Cajal-Zellen 
(interstitial Cells of Cajal = ICC) genannt (Sanders 1996; Huizinga, Thuneberg et al. 1997; 
Wedel, Spiegler et al. 2002).  
Myenterische ICC befinden sich zwischen den Muskelschichten und werden als intramuskuläre 
ICC bezeichnet. In den letzten Jahren gibt es immer mehr Hinweise, dass die ICC auch eine 
gewisse Schrittmacherfunktion innehalten und spontane elektrische Wellen aussenden, welche 
die Darmmotilität beeinflussen und die Basis für koordinierte Peristaltik und 




1.2.1 Neurochemisch-morphologische Klassifizierung enterischer Neurone 
Über Morphologie, Elektophysiologie und funktionelle oder neurochemische Unterschiede 
lassen sich eine Vielzahl neuronaler Subtypen ableiten (Gershon, Chalazonitis et al. 1993; Costa, 
Brookes et al. 1996; Furness 2000; Schemann and Neunlist 2004).  
Die morphologische Charakterisierung der Neurone des ENS erfolgte im Jahr 1895 von Dogiel 
(Dogiel 1895a; Dogiel 1895b). Sie beschäftigte sich damit, die verschiedenen Formen der 
Somata und deren Fortsätze mit unterschiedlichen neuronalen Funktionen, unter Einbeziehung 
ihrer Projektionsrichtungen, zu klassifizieren. Vor Dogiel hatte man noch vermutet, dass sich bei 
enterischen Nervenzellen weder Axone noch Dendriten bezeichnen oder unterscheiden lassen 
(Ramón y Cajal 1893). 
In der biochemischen Ausstattung sind die ENS-Zellen eher den Neuronen des ZNS als denen 
des übrigen PNS zuzuordnen (Grundy and Schemann 2005). Die Neurone des GI-Traktes 
werden funktional in sensorische Neurone, Interneurone, hemmende und erregende 
Motorneurone und sekretomotorische- und vasomotorische Neurone unterschieden. Über 
neurochemische Signalstoffe des Colons lassen sich diese Untergruppen näher charakterisieren 
(Tabelle 1). Exzitatorische Neurone des ENS beeinflussen die glatte Muskulatur des gesamten 
GI-Traktes über verschiedene Modulatoren, wie Hormone oder Neurotransmitter, wie 
Achetylcholin (ACh) und Tachykinine (Gruppe verwandter Peptide, wie Substanz P, Neurokinin 
A und B und Neuropeptid K). Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) und Stickstoffmonoxid (NO) 
sind bekannte Überträgerstoffe in hemmenden Motoneuronen, wobei VIP die Resorption und 
Sekretion an Enterozyten oder exokrinen Zellen der Schleimhaut über den Plexus submucosus 
zusätzlich stimulieren kann. 
Die Hauptpopulation neuronaler Subtypen wird durch die Neurotransmitter oder deren 
Syntheseenzyme wie Cholinacetyltransferase (ChAT) und Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) 
repräsentiert. Nahezu alle Interneurone im humanen Plexus myentericus des Colons enthalten 
entweder ChAT oder NOS. Oral projizierende Interneurone weisen in 90% der Fälle ChAT auf 
und sind in 10% der Fälle weder für ChAT noch für NOS positiv. Die größere Gruppe der 
projizierenden Interneurone sind hingegen anal orientiert und enthalten in der Mehrheit NOS, 
aber kein ChAT. Zwei weitere kleine Populationen sind positiv für beide Transmitter oder nur 







Tabelle 1: Neurochemischer Code im ENS  
Neurochemie Plexus myentericus Angenommene Funktion 
HO/ ± NOS/ ± ATP/ ± VIP/ ± NPY Inhibitorische Muskelmotorneurone 
ChAT/ ± SP/ ± ENK; Galanin Exzitatorische Muskelmotorneurone 
Som/ ± SP Mucosale Projektion 
CHAT/ ± NOS; NOS/–; Calretinin Absteigende Interneurone 
ChAT/- Aufsteigende Interneurone 
5-HT; GABA/ ± NOS/ ± Som Interneurones 
CGRP 
Multipolare Neurone mit wahrscheinlich afferenter 
Funktion 
ChAT/SP; VIP/–; ChAT/– unbekannt 
Neurochemie Plexus submucosus Angenommene Funktion 
HO/ ± NOS Mucosale Projektion 
VIP/ChAT Sekretomotorneurone 
CGRP 
Multipolare Neurone mit wahrscheinlicher afferenter 
Funktion 
ChAT/SP; VIP/–; ChAT/– unbekannt 
Haemoxygenase (HO); Adenosintriphosphat (ATP); Enkephalin (ENK); calcitonin gene-relatd 
peptide (CGRP); Neuropeptid Y (NPY); Substanz P (SP); Somatostatin (Som); Vasoaktives 
intestinales Peptid (VIP); Cholinacetyltransferase (ChAT); (Schemann and Neunlist 2004) 
modifiziert. 
 
1.2.2 Die wichtigsten Neurotransmitter 
Die wichtigsten Neurotransmitter im Darm sind das Acetylcholin (ACh) und Stickstoffmonoxid 
(NO). ACh wird bei ankommenden Aktionspotentialen aus präsynaptischen Vesikeln freigesetzt 
und vermittelt so nervale Erregung. Dieser erregende Botenstoff reizt, über Muskarinrezeptoren, 
G-Protein-gekoppelt, die phosphoinositoldiphosphat-spezifische Phospholipase C (PIP2-PLC) 
und aktiviert so den Phosphoinositoldiphosphat-Weg (PIP2). PIP2 wird von PIP2-PLC gespalten 
und zerfällt in die second messenger Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). IP3 
wird über entsprechende Rezeptoren am Endoplasmatischen Retikulum (ER) erkannt und DAG 
regt die Proteinkinase C an. Beides führt zu einer Kalzium-Freisetzung im ER und damit zur 
Kontraktion am Effektor, der glatten Darmmuskulatur. In vitro ist die ACh-vermittelte 
Kontraktion gekennzeichnet durch einen konzentrationsabhängigen, schnellen Anstieg und hat in 
vivo die weitaus größte Bedeutung für das Auslösen der Kontraktion an Ring- und 
Längsmuskulatur im Darm sowie für die propulsive Peristaltik. 
Das Enzym NOS katalysiert die Bildung des Neurotransmitters Stickstoffmonoxid (NO) aus der 
Aminosäure L-Arginin. Die Aufgaben und die Bedeutungen von NOS sind vielfältig. Es 
existieren drei große Gruppen der NOS: die eNOS ist die endotheliale Form und bewirkt dort 
indirekt durch Erhöhung des cyclischen Guanosinmonophosphat (cAMP) eine Relaxation glatter 
Gefäßmuskelzellen, was zur Vasodilatation führt. Die iNOS (induzierbare NOS) befindet sich in 
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Makrophagen und Mikrogliazellen und wird dort in großen Mengen produziert, um Bakterien 
und andere, fremde Zellen abzutöten. In der vorliegenden Arbeit interessierten wir uns jedoch 
ausschließlich für die dritte Gruppe der NOS, die nNOS (neuronale NOS). Diese neuronale 
Stickstoffmonoxidsynthase kommt konstitutiv sowohl im ZNS als auch im PNS vor. 
Schädigungen der NOS-Subpopulation beeinträchtigen die ENS-Integrität und in der Folge die 
Darmfunktionalität. 
 
1.2.3 Erregungsleitung im ENS durch Natriumkanäle 
Die neurophysiologische Erregungsweiterleitung des ENS wird sowohl durch 
spannungsgesteuerte Kanäle als auch rezeptor-vermittelte Signalwege gewährleistet. Diese 
bilden zugleich pharmakologische Angriffspunkte bei zahlreichen Darmfunktionsstörungen. Zu 
den wichtigsten Rezeptoren zählen dabei Serotonin-, Muskarin-, Dopamin oder Motilin-
Rezeptoren  (De Giorgio and Camilleri 2004).  
Die Gruppe der spannungsgesteuerten Kanäle beinhaltet unter anderem Kalium-, Kalzium- und 
Natriumkanäle, die alle homolog aus einer alpha und zwei beta Untereinheiten aufgebaut sind. 
Aus dem elektrischen Organ des Zitterals wurde die Gruppe der Natriumkanäle als erste 
Vertreter dieser Klasse isoliert und so konnten die Gensequenz, Eigenschaften der Kanäle und 
ihre genaue Struktur entschlüsselt werden (Marban, Yamagishi et al. 1998; Catterall 2000). Das 
über 300 kDa große Protein setzt sich aus einer -Einheit (260 kDa) mit vier Domänen und aus 
je sechs Transmembranhelices (S1-S6) zusammen und wird von mehreren, assoziierten -
Untereinheiten (z.B. 36 und 33 kDa) flankiert (Abbildung 2) (Beneski and Catterall 1980; 
Hartshorne and Catterall 1981; Hartshorne, Messner et al. 1982). Bei der Depolarisierung 







Abbildung 2: Schematische Struktur von spannungsgesteuerten Natriumkanälen 
Die Zylinder repräsentieren die membranspannenden-Untereinheiten, welche aus vier 
Domänen mit je sechs Transmembranhelices bestehen (260 kDa). Diese werden auf beiden 
Seiten von je einer -Untereinheit flankiert. Die 1-Untereinheit ist mit 36 kDa etwas größer als 
die 2-Untereinheit mit 33 kDa. Diese Bestandteile sind etwa so gefaltet wie Immunglobuline. 
Rote Kreise und Rauten repräsentieren Aminosäuren für intrazelluläre Phosphorylierungen. Die 
blauen Kreise stellen (h) Inaktivierungssegmente im intrazellulären Loop und Aminosäuren, 
welche als Rezeptor für das Inaktivierungssegment dienen, dar. Die Linien stellen 
Polypeptidketten dar, deren Länge ungefähr der Anzahl der Aminosäuren in einem neuronalen 
Natriumkanal entspricht. In den vier Domänen der -Untereinheit werden die Polypeptidketten 
zwischen den Transmembranhelices S5 und S6 als P-Segment bezeichnet (oranges Quadrat). 
(Catterall 2000) modifiziert 
 
Änderungen des Membranpotenzials erzeugen im ENS die Erregungsleitung. Es herrscht eine 
ungleiche Ladungsverteilung zwischen intra- und extrazellulärem Raum der Neurone, da sich im 
Inneren viel mehr geladene Kaliumteilchen befinden, während außen die positiv geladenen 
Natriumionen überwiegen. Die gute Permeabilität der Zellmembran der Neurone für Kalium 
durch Kaliumkanäle erlaubt jedoch ein ständiges Diffundieren von Kaliumionen nach außen. Die 
nicht-diffundierbaren, negativ geladenen Proteine im Inneren führen somit zu einer negativen 
Aufladung des intrazellulären Raums gegenüber dem extrazellulären Raum, was dazu führt, dass 
der weitere Natriumstrom gebremst wird, das entstandene Ruhepotenzial liegt bei ca. -70 mV. 
Eine durch Natriumkanäle vermittelte Erregungsleitung ist abhängig von der Ausbildung von 
Aktionspotenzialen durch spannungsgesteuerte Natriumkanäle. Bei einer Depolarisation der 
Nervenzelle bis zu einem Schwellenwert kommt es zur schlagartigen Öffnung der Kanäle, der 
einen massiven Einstrom von Natriumionen zur Folge hat. Durch eine rasche Inaktivierung der 
Kanäle kommt es jedoch nach etwa einer Millisekunde zu einer Schließung der Kanalpore 
(Abbildung 3). Die damit verbundene Änderung des Membranpotenzials wird meist durch eine 
Abnahme charakterisiert und als Aktionspotenzial bezeichnet. Für diese schnelle Öffnungs- und 
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Inaktivierungskinetik sind die Polypeptid-Untereinheiten, die beta-Ketten, verantwortlich (Isom, 
De Jongh et al. 1992).  
 
Abbildung 3: Mechanismus der Inaktivierung von Natriumkanälen 
Der Flügelmechanismus zur Inaktivierung (Hinged-Lid). Die intrazelluläre Schleife, welche mit 
den Untereinheiten  III und IV verbunden ist, funktioniert wie eine Art Schwingtür. Sie dient 
zum Verschließen der Pore während des Inaktivierungsprozesses. (Catterall 2000) modifiziert 
 
1.2.3.1 Elektrophysiologische Klassifizierung von Natriumkanälen 
Alle Natriumkanaltypen weisen eine große strukturelle Ähnlichkeit auf. Phylogenetisch scheinen 
die verschiedenen Natriumkanäle aus einem „Urtyp“ entstanden zu sein (Abbildung 4). Es 
existieren funktionelle Besonderheiten, wie unterschiedliche Expressionsorte oder veränderte 
Öffnungs- und Inaktivierungseigenschaften durch die Beeinflussbarkeit über Pharmaka und 
Toxine. 
Die im Folgenden verwendete einheitliche Nomenklatur für Natriumkanäle wurde von Goldin et 
al. begründet (Goldin, Barchi et al. 2000). Das Na steht für das Ion Natrium und der prinzipielle 
physiologische Regulator wird als Fußnote hinzugefügt (v = voltage, Spannung). Danach folgt 
die Genfamilie, wobei zurzeit nur eine Subfamilie beschrieben ist. Die letzte Ziffer bezeichnet 
dann den genauen Subtyp, also die bestimmte Isoform. Nav1.1 wäre in diesem Fall der erste 






Abbildung 4: Vergleich der Aminosäuresequenzen und phylogenetische Verwandschaft 
Dargestellt werden die relativen Unterschiede der -Untereinheiten von Natriumkanälen in den 
Aminosäureabfolgen. Alle vier Domänen der Untereinheit wurden verglichen. Phylogenetisch 
scheinen alle Kanaltypen aus einem einzigen „Urtyp“ entstanden zu sein. (Goldin, Barchi et al. 
2000) modifiziert. 
 
Verschiedenste Unterteilungen erlauben die Klassifikation in weitere Gruppen (Tabelle 2), wie 
z.B. in Isoformen, wobei fünf der Isoformen bei Mäusen und vier der Isoformen beim Mensch 
auf dem Chromosom 2 lokalisiert sind. Eine weitere Unterteilung erlaubt die Ansprechbarkeit 
auf nanomolare Konzentrationen von Tetrodotoxin (TTX), ein Natriumkanalblocker. Das 
Kugelfischgift führte zur Unterscheidung in TTX-sensitive und TTX-resistente Isoformen. Die 
unterschiedliche Ansprechbarkeit auf das Toxin wird auf minimale Unterschiede in der 
Aminosäuresequenz des P-Segments (Polypeptidkette zwischen S5 und S6, Abbildung 2) 
zurückgeführt. 
Die Isoformen Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 und Nav 1.6 kommen hauptsächlich im ZNS vor, 
hingegen ordnet man die Kanäle Nav 1.7, Nav 1.8  und Nav 1.9 eher dem PNS zu. Nax kann 
keiner bestimmten Funktion zugeordnet werden, wurde aber in verschiedensten Geweben, wie 
Uterus, Herz oder Muskel nachgewiesen. Er kodiert wahrscheinlich keinen funktionellen Kanal 
und wird daher im Folgenden nicht weiter betrachtet. Auch der epitheliale Natriumkanal findet 
im Folgenden keine Beachtung. 
 















Nav 1.1 SCN1A 2q24 + 









Stark exprimiert im ZNS, im 
Nager-ENS exprimiert, im 




















Nav 1.3 SCN3A 2q24 + 
Embryonale Form (im Alter 
herunterreguliert), stark im 










maner Ösophagus Muskel 
NM_000334.4 
AY212253.1 
Nav 1.5 SCN5A 3q21 - 
Herzmuskel, denervierter 
Skelettmuskel; in humaner, 










Nav 1.6 SCN8A 12q13 + 
Hoch im ZNS, niedrig im PNS 





Nav 1.7 SCN9A 2q24 + 
Hauptsächlich im PNS 
exprimiert (in Schwann-
zellen), im Nager- und im 








Exklusiv im PNS expri-miert, 
hohe Expression in 
Spinalganglien (DRG´s), 
neuropathischer Schmerz; im 
humanen ENS (Neurone) und 









Exklusiv im PNS, in 
Nagern/Menschen im ENS 
(Neurone), gering im ZNS 
AF188679.1 
NM_014139.2 
(Felts, Yokoyama et al. 1997; Hanani, Francke et al. 2000; Suzuki and Dickenson 2000; Goldin 
2001; Deshpande, Wang et al. 2002; Ou, Gibbons et al. 2002; Rugiero, Mistry et al. 2003; 
Strege, Ou et al. 2003; Bartoo, Sprunger et al. 2005; Candenas, Seda et al. 2006; Padilla, Couble 
et al. 2007; Sage, Salin et al. 2007) 
zentrales Nervensystem (ZNS), peripheres Nervensystem (PNS), Spinalganglien (dorsal root 
ganglia, DRG). 
 
1.2.4 Altersabhängige Veränderungen im Darm 
Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes wie Geschwüre, Verstopfung und entzündliche 
Darmerkrankungen (Divertikulitis) treten beim alternden Menschen ebenso gehäuft auf, wie 
Diarrhoe, Achalasie, Gastroparese und Darmverschlüsse (Talley, O'Keefe et al. 1992; Majumdar, 
Jaszewski et al. 1997; Ratnaike 1999; De Lillo and Rose 2000). In tierexperimentellen 
Untersuchungen wurden diese Vorgänge ähnlich beschrieben und genauer charakterisiert. Am 
stärksten funktionell verändert ist auch bei Versuchstieren das Colon. Sowohl die Stuhlfrequenz, 
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als auch die Stuhlmenge nehmen im Alter deutlich ab (McDougal, Miller et al. 1984; Smits and 
Lefebvre 1996). 
Auf molekularer Ebene laufen eine Vielzahl von Regulationsprozessen und Stoffkreisläufe ab, 
von denen wenige vollständig aufgeklärt sind. Diese Prozesse gilt es zu erforschen, um eine 
höhere Lebensqualität im Alter, durch neuartige Therapien, gewährleisten zu können.  
Beobachtungen für Menschen und Nager zeigen den Trend auf, dass altersbedingt die 
Gesamtzahl der Neurone abnimmt und abnormale Nervenbündel- und Ganglienstrukturen 
ausgebildet werden (de Souza, Moratelli et al. 1993; El-Salhy, Sandstrom et al. 1999; Phillips, 
Pairitz et al. 2007; Southwell, Koh et al. 2010). Die Mechanismen, welche den altersbedingten 
Veränderungen im ENS zu Grunde liegen, sind im Plexus myentericus besonders ausgeprägt und 
daher gegenwärtig am Häufigsten untersucht. 
Der spezifische Verlust von Nervenzellen im Alter ist derzeit bei Nagern am besten beschrieben 
(El-Salhy, Sandstrom et al. 1999; Phillips and Powley 2001; Phillips, Kieffer et al. 2003; 
Phillips, Kieffer et al. 2004; Wade and Cowen 2004) aber auch für den Menschen gibt es 
Untersuchungen. Es sind teilweise bis zu 60%-ige Verluste in der Gesamtheit der Neuronen im 
distalen Colon von Meerschweinchen (Gabella 1989) und Ratten (Santer and Baker 1988) 
beschrieben und werden mit dem ENS funktionell korreliert. Morphologische Daten für humane 
Gewebeproben stützen die These, dass die Population der enterischen, neuronalen Zellen im 
Colon schon im frühen Alter, mit ungefähr vier Jahren, abzunehmen beginnt (Wester, O'Briain et 
al. 1998; Wester, O'Briain et al. 1999). Im weiteren Verlauf nimmt diese Neurodegeneration im 
Plexus myentericus weiter zu. Gomes et al. zeigen, dass zwischen 20 und 35 Jahren die 
Gesamtzahl der Neurone um weitere 37% zurück geht (Gomes, de Souza et al. 1997). Teilweise 
beschreiben Tierstudien auch eine altersbedingte Anfälligkeit bzw. morphologische Veränderung 
(z.B. Hypertrophie) von nur einzelnen Subpopulationen wie intrinsische primäre afferente 
Neurone (IPANS) (Feher and Penzes 1987; van Ginneken, van Meir et al. 2001) oder cholinerge 
Neurone (Wade 2002; Phillips, Kieffer et al. 2003), was in humanen Studien teilweise bestätigt 
werden konnte (Bernard, Gibbons et al. 2009; King, Sutcliffe et al. 2010). Andere neuronale 
Subtypen scheinen hingegen weniger betroffen, wobei die Mechanismen dieser selektiven 
Degenerationsprozesse bis heute unklar sind. 
 
1.2.5 Genetisch bedingte Erkrankungen des ENS 
Neben den alterbedingeten Erkrankungen sind auch eine Reihe genetisch-bedingter Störungen 
des ENS ausführlich beschrieben. Genetische Neuropathien manifestieren sich in fetalen und 
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früh nachgeburtlichen Dekaden (Intestinale neuronale Dysplasie, Achalasie) (Holschneider 
2009).  
Einer der dramatischsten Verläufe genetischer Darmerkrankungen lässt sich bei der häufigsten 
ENS-Erkrankung (Inzidenz: 1/5000), dem Morbus Hirschsprung (HSCR), beobachten 
(Hirschsprung 1887). Die Ursachen dieser multigenetischen Erkrankung sind hochkomplexe 
Mutationen, welche zu Störungen im Nervenplexus und dem Fehlen der Ganglien 
(Aganglionose) führt. Bei ca. 50% der HSCR-Diagnosen lässt sich eine genetische Disposition 
feststellen (Newgreen and Young 2002). Dabei sind genetische Regulationsmechanismen von 
Proliferation, Migration und Differenzierung der Neuralleistenzellen schon in der 
Fetalentwicklung fehlreguliert, wovon einige bereits entschlüsselt werden konnten. Viele der 
Hirschsprung-assoziierten Gene sind dabei Mitglieder der Neurothrophine (Gershon 2010).  
Insbesondere Veränderugenen des Ret Tyrosinkinase Rezeptor-Gens (Ret) und seines Liganden 
dem Gliazellen abstammenden neurotrophen Faktor (GDNF) scheinen die Hauptursache für die 
Ausbildung der HSCR-Krankheit zu sein. 50% der familiären HCSR-Fälle ist auf eine Mutation 
im Ret-Gen zurückzuführen (Hofstra, Wu et al. 2000). Des Weiteren sind offensichtlich 
Transkriptionsfaktoren wie SOX10, PHOX2B oder ZFHX1B betroffen. Zusätzlich wird die 
Differentialdiagnose histologisch bestätigt.  
Die ererbte Form des HSCR wird zusätzlich durch das Geschlecht beeinflusst und ist in Jungen 
viermal häufiger ausgeprägt als in Mädchen. In den meisten Fällen ergibt sich bereits direkt nach 
der Geburt die Diagnose HSCR durch ein verspätetes Mekonium (> 24h nach Geburt) und der 
daraus resultierenden Ausbildung eines Megacolons, Erbrechen und Enterocolitis (Entzündung 
des Darms). Neben GDNF-Ret wurde weiterhin der Signalweg für Endothelin 3 und dessen 
Ligand, den Endothelin Rezeptor B (ET-3/EDNRB), als fehlreguliert identifiziert.  
In Folge des aganglionären Bereiches des Darms kommt es zum Funktionsverlust im betroffenen 
Abschnitt, welcher bei Nichtbehandlung sogar zum Tode führen kann (Newgreen and Young 
2002). Zum jetzigen Zeitpunkt ist die chirurgische Resektion des betroffenen Abschnittes die 
einzige mögliche Therapie. Der therapeutische Erfolg ist jedoch häufig nicht befriedigend. 
Studien geben an, dass auch fünf Jahre nach der Resektion des betroffenen Abschnitts noch 82% 
der Patienten, nach 10 Jahren noch 57% und nach 15 Jahren immer noch 33% der Patienten an 
Inkontinenz leiden (Tsuji, Spitz et al. 1999).  
Trotz Operation und einer entsprechenden Nahrungsumstellung leiden somit die meist jungen 
Patienten weiterhin oft an schweren chronischen Obstipationen, Gedeihstörungen und zeigen 
klinische Symptome eines Ileus (Darmverschluss) und Enterocolits.  
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Nicht zuletzt wegen weiterer, sekundärer Erkrankungen und Spätfolgen, wie psychische 
Probleme, verfolgen Forschung und Klinik seit einigen Jahren alternative Therapieansätze wie 
z.B. das Transplantieren von Stammzellen in das erkrankte Gewebe oder die Aktivierung 
intrinsischer Regenerationsmechanismen. 
 
1.2.6 Tiermodell des Morbus Hirschsprung 
Die chemische Ablation des ENS wird mit Benzalkoniumchlorid (BAC) errreicht und stellt ein 
Tiermodell zur Simulation eines Morbus Hirschsprung dar. Die quartäre Ammoniumverbindung 
dringt in Zellen ein und akkumuliert sich in ihnen. Dadurch werden Zellfunktionen beeinträchtigt 
und Zellen zerstört. Der genaue Mechanismus ist aber ungeklärt (Moricz, Gyetvai et al. 1998). 
Aus anderen Studien bekannt  (Fox, Epstein et al. 1983; Herman and Bass 1987; Hanani, Ledder 
et al. 2003; Qin, Lei et al. 2010; Pan, Zheng et al. 2011) lässt sich mit einer Konzentration von 
0,05% BAC das enterische Nervensystem in hohem Maße zerstören (Abbildung 5). Die 
Arbeitsgruppe um Pan et al. arbeitete im Bereich des distalen Colons bei Ratten mit 0,5 %-iger 
BAC-Lösung. Ebenso verwendete die Gruooe um Hanani et al., im Mausmodell diese 
Konzentration und diente daher in der vorliegenden Arbeit als Grundlage (Hanani, Ledder et al. 
2003). 
 
Abbildung 5: Benzalkoniumchloridbehandlung bei Balb/c Mäusen  
(A) Vor der Behandlung mit Benzalkoniumchlorid (BAC) sind im Plexus myentericus des 
distalen Colons mittels NADPH-Diaphorase-Färbung eine Vielzahl der 
Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)-positiven Nervenzellen zu erkennen. Die Pfeile stellen 
Nervenbündel dar und mit „g“ gekennzeichnete Areale deuten auf einzelne Ganglien hin. 
Messbalken: 100 µm. (B) Die 20-30-minütige Behandlung mit 0,05%iger BAC-Lösung zeigt in 
der lichtmikroskopischen Übersichtsfärbung deutlich die Zerstörung des ENS. Messbalken 400 




1.3 Stammzellen des ENS 
Die Mehrzahl der Neurone und Glia des PNS entstehen während der fetalen Entwicklung aus 
dem Neuroektoderm (Newgreen and Young 2002). Diese heterogene Mischung von neuralen 
Stamm- und Vorläuferzellen wandert aus der Neuralleiste heraus (LeDouarin, 1986) und 
durchläuft weitreichende Beschränkungen in ihrem Entwicklungspotenzial (Baroffio, Dupin et 
al. 1991). Die neuralen Vorläuferzellen (NCSC) differenzieren direkt nach Erreichen ihres 
Bestimmungsortes in Neurone oder Glia. Bis vor einiger Zeit ging man davon aus, dass das 
postnatale PNS keinerlei Stammzellaktivität mehr besitzt. Als aber im postnatalen ZNS 
multipotente, neurale Vorläuferzellen nachgewiesen werden konnten (Altman 1969; Reynolds 
and Weiss 1992; Palmer, Takahashi et al. 1997; Eriksson, Perfilieva et al. 1998; Doetsch, Caille 
et al. 1999; Gould, Reeves et al. 1999; Johansson, Momma et al. 1999) begannen Forscher, 
dadurch motiviert, auch im ENS nach Stammzellen zu suchen. Seit dem Beginn des 21. 
Jahrhunderts ist bekannt, dass ein Teil der Neuralleistenstammzellen auch im adulten Darm 
persistiert und dort Neurone mit einer Vielfalt an Neurotransmittern auszubilden vermag 
(Kruger, Mosher et al. 2002; Bondurand, Natarajan et al. 2003; Liu, Kuan et al. 2009). Die 
zunächst in Nagern durchgeführten Studien konnten zum Teil bald auch auf das humane System 
übetragen werden. ENS Stammzellen aus fetalem, postnatalen oder auch adulten humanem 
Gewebe zu isolieren, zu expandieren  oder zielgerichtet zu differenzieren ist mittlerweile 
möglich (Rauch, Hansgen et al. 2006; Lindley, Hawcutt et al. 2008; Lindley, Hawcutt et al. 
2009; Metzger, Bareiss et al. 2009). Die gezielte Anreicherung dieser isolierten, neuralen 
Vorläuferzellen ist derzeit jedoch noch problematisch, da bislang keine ausreichend spezifischen 
Oberflächenmarker zur Identifikation und Anreicherung dieser Zellpopulation zur Verfügung 
stehen. Die Charakterisierung und Erforschung neuraler Vorläuferzellen aus dem ENS, deren 
Einflussfaktoren und Veränderungen bei Krankheiten oder im Alter ist daher nur eingeschränkt 
möglich. Größere Studien wurden dazu unter anderem von Metzger et al. durchgeführt und 2009 
detailliert beschrieben (Metzger, Bareiss et al. 2009; Metzger, Caldwell et al. 2009). Die 
Isolation der Stammzellen des ENS gelang den Wissenschaftlern unter anderem durch Entnahme 
von Biopsiematerial aus verschiedenen Darmabschnitten. Die Generation sogenannter 
Neurosphären aus dem isolierten Zellmaterial konnte über verschiedene Altersstufen der 
Patienten hinweg etabliert werden. Weiterhin wurden in diesen Studien in vitro 
Transplantationen in murine und humane, aganglionäre Organkulturen unternommen und die 





1.4 Molekulare Regulation enterischer Stammzellen 
Die genauen Regulationsmechanismen der Homöostase des Stammzellkompartiments im ENS 
sind weitgehend ungeklärt. Einige Hauptregulationskaskaden wurden mittels tierexperimenteller 
Untersuchungen entschlüsselt und können nun auf den Menschen übertragen und weiter 
erforscht werden. Diverse neuronale oder gliale Zellpopulationen entstehen durch 
Wechselwirkungen mit umgebenden Wachstumsfaktoren und anderen Mediatoren, welche ein 
komplexes und störungsanfälliges Umfeld schaffen (Taraviras and Pachnis 1999; Gershon and 
Ratcliffe 2004; Le Douarin, Creuzet et al. 2004; Heanue and Pachnis 2007). Proliferations- und 
differenzierungs-beeinflussende Faktoren sind z.B. mesenchymale Umgebungsfaktoren oder 
Substanzen der extrazellulären Matrix im Mikro-Kompartiment, wie fibroblast-growth-factor 
(FGF), dem eine neuritogene und neuroprotektive Wirkung zugeschrieben wird. Das 
Mesenchym (z.B. Gefäßendothelzellen) produziert eine Vielzahl an Mediatoren, wie 
knochenmodifizierendes Protein (BMP) (Chalazonitis, D'Autreaux et al. 2004; Fu, Vohra et al. 
2006; Chalazonitis, Pham et al. 2008), Gabel-Wachstumsfaktor 6 (forkhead-6, Fkh), 
Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF), Sonic Hedgehog 
(SHH), Transformierender Wachstumsfaktor(TGF-), Plättchen abstammender 
Wachstumsfaktor (PDGF) sowie Komponenten des Wnt- und Notch-Signalwege (Jobson, 
Billington et al. 1998; Mills and Gordon 2001; Leeb, Vogl et al. 2002; Brittan and Wright 2004).  
Eine wachsende Rolle kommt seit geraumer Zeit den BMPs zu, die eine Vielzahl an 
Entwicklungsprozessen, einschließlich Proliferation, Apoptose und die Entwicklungs-
Determinierung nicht-neuronaler als auch neuraler (Stamm-) Zellen beeinflussen (ten Dijke, 
Yamashita et al. 1994; Hogan 1996; von Bubnoff and Cho 2001; Kleber, Lee et al. 2005; Sato, 
Stange et al. 2011). Daher werden sie von einigen Forschungsgruppen in vitro in Studien 
eingesetzt, um die Entwicklung von enterischen Neuronen gezielt zu erforschen und zu 
beeinflussen (Pisano, Colon-Hastings et al. 2000; Sukegawa, Narita et al. 2000).  
Die Aktivierung des Tyrosinkinase Rezeptors Ret (Ret) und Ko-Rezeptors Gfr durch GDNF 
spielt insgesamt ein zentrale Rolle für das Überleben, die Proliferation und Differenzierung aller 
ENS-Vorläufer des Dünn- und Dickdarms (Moore, Klein et al. 1996; Sanchez, Silos-Santiago et 
al. 1996; Chalazonitis, Rothman et al. 1998; Hearn, Murphy et al. 1998; Heuckeroth, Lampe et 
al. 1998; Taraviras, Marcos-Gutierrez et al. 1999) und ist wahrscheinlich auch für die Migration 
der NCSC verantwortlich (Young, Hearn et al. 2001). Weitere bedeutende Faktoren sind 
Endothelin-3 (ET3) und Neurotrophine wie Neurotrophin 3 (NT3), welche die Differenzierung 
der Neurralleistenzellen in Neurone und Glia anregen (Chalazonitis 2004). In vivo zeigte sich 
NT3 als unerlässlicher Faktor für das Überleben TrkC- (einer der NT3-Rezeptoren) 
16 Einführung 
 
exprimierender Neurone und auch in in vitro-Experimenten mit ENS-Zellen erwies sich NT3 als 
ein potenter Überlebensfaktor (Chalazonitis, Rothman et al. 1994). Im Zusammenspiel des 
GDNF-Ret-Endothelin-Systems ergeben sich weiterhin eine Vielzahl an Schnittstellen und 
Regulationsmechanismen, welche häufig Gegenstand der Forschung sind (Newgreen and Young 
2002; Schroder and Gossler 2002). 
Störungen im Gleichgewicht der Faktoren ET3 und GDNF werden auch mit funktionellen 
Defekten bzgl. Zelltod und Alterungsveränderungen (zelluläre Seneszenz) korreliert (Soubeyre, 
C. et al. 2001; Wade 2002). 
Eine kleine Anzahl an Transkriptionsfaktoren, welche für eine gesunde Ausbildung des ENS 
bedeutend sind, konnten bereits analysiert werden. Diese sind z.B. Phox2b, Mash1, Sox10, Pax3, 
Tlx2, Sox8 (Blaugrund, Pham et al. 1996; Shirasawa, Yunker et al. 1997; Pattyn, Morin et al. 
1999; Southard-Smith, Angrist et al. 1999; Lang, Chen et al. 2000; Maka, Stolt et al. 2005) und 
werden durch die neuerlich entdeckten Faktoren Dlx1, 2 und 6, Myt1, Egr1, Neurod1 und Sox2 
erweitert (Vohra, Tsuji et al. 2006).  
 
1.5 Zellersatztherapie bei enterischen Neuropathien 
Das Ziel einer Zellersatztherapie bei enterischen Neuropathien ist es, dysfunktionale Bereiche 
des Darms mit Neuronen und Gliazellen, differenziert aus neuralen Stammzellen, teilweise oder 
komplett zu regenerieren. Es wurden hierfür bislang verschiedenste, vielversprechende Ansätze 
für das Erneuern oder das Ersetzen der betroffenen Nervenzellen durch Transplantation neuraler 
Stammzellen und deren Gewinnung erforscht (Burns, Pasricha et al. 2004; Young 2005). 
Diskutiert werden neurale Spenderzellen sowohl aus verschiedenen Entwicklungsstadien 
(embryonal bis adult) als auch aus unterschiedlichen Gewebequellen (z.B. Gehirn oder 
Darmgewebe). Diese wurden z.B. von Becker und Mashimo übersichtlich dargestellt und 
erleutert (Becker and Mashimo 2009). Aus dem ZNS gewonnene embryonale, neurale 
Stammzellen wurden von Mitarbeitern um Micci in die Pylorusregion adulter Ratten 
transplantiert. Nach einigen Wochen gelang es den Forschern, nicht nur die Zellen 
wiederzufinden, sondern auch der Nachweis einer neu gebildeten Organisationsstruktur in 
ganglienähnlichen Verknüpfungen einschließlich spezifischer neuronaler Marker innerhalb der 
transplantierten Zellen (Micci, Learish et al. 2001).  
In der Folge konnte in einem murinen NOS-Knockout Modell (nNOS
(-/-)
, Modell für 
Gastroparese) durch diese Strategie eine teilweise Wiederherstellung der kontraktilen Funktion 
erzielt werden (Micci et al. 2005). In das gleiche Mausmodell sowie in die Ednrb-Knockout 
Mutante (HSCR-Modell) wurden in einer weiteren Studie immortalisierte, fetale sowie 
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postnatale ENS-Progenitoren aus dem Darm transplantiert (Anitha, Joseph et al. 2008). Dabei  
konnte eine Verbesserung der Colonmotilität durch die Transplantation der Zellen, in die 
Darmwand nachgewiesen werden. Ein ähnlich gutes Zellintegrationsverhalten von fetalen ENS-
Zellen aus dem Darm zeigte sich nach Transplantation von murinen Neuralleistenzellen in den 
Darm von Morbus Hischsprung-Mäusen und es konnten neoganglionäre Strukturen in zuvor 
aganglionären Bereichen nachgeweisen werden (Martucciello, Brizzolara et al. 2007).  
Geisbauer et al. verwendeten im Gegensatz zu transgenen Tiermodellen das gut etablierte 
chemische ENS-Ablationsmodell mittels BAC-Applikation. Zur Überprüfung des Integrations- 
und Differenzierungspotenzials von postnatalen ENS-Zellen aus der Ratte wurde eine 
Zellmarkierung mittels GFP angewendet. Geisbauer et al. konnten dadurch zeigen, dass die 
transplantierten Zellen sich in ganglienähnlichen Strukturen organisieren und in Neurone und 
Glia differenzieren.  
Das Einbringen von Stamm- oder Progenitorzellen bei Aganglionosen wird ferner in 
Tiermodellen, durch Transplantation von Progenitorzellen, simuliert (Bondurand, Natarajan et al. 
2003; Almond, Lindley et al. 2007; Lindley, Hawcutt et al. 2008).  
Die Übertragung der Forschungsansätze auf die Transplantation humaner Progenitorzellen in ein 
entsprechendes Tiermodell wurde in keiner der bisherigen Studien addressiert und erfolgte mit 





Bisherige gewonnene Erkenntnisse zum Potenzial enterischer Stammzellen zeigen 
vielversprechende Ergebnisse und stellen diese Zellpopulation und deren Transplantation als 
alternative therapeutische Option für einige gastrointestinale Krankheiten zur Diskussion. Für 
eine Translation von zellbasierten Therapien in die Klinik ist jedoch ein besseres Verständnis 
v.a. der humanen Population unerlässlich. 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte in vitro und in vivo Charakterisierung der isolierten 
humanen Stamm- und Vorläuferzellen (im Weiteren als Progenitorzellen bezeichnet) soll einen 
Beitrag zum grundsätzlichen Verständnis und ferner des sich durch intrinsische und extrinsische 
Prozesse verändernden ENS leisten. Eine grundlegende Charakterisierung des Proliferations- 
und Differenzierungspotenzials der isolierten Progenitoren waren dabei ebenso von Interesse wie 
altersbedingte Veränderungen.  
Für die altersabhängige Entwicklung des enterischen Nervensystems von Nagern  in vitro und in 
vivo existieren bereits zahlreiche Studien. Für den humanen Darm hingegen fehlt bislang eine 
grundlegende, umfassende Charakterisierung der altersbedingten Veränderungen in pathologisch 
unauffälligen Darmabschnitten. Der vorliegenden Arbeit lagen somit folgende umfassende 
Fragestellungen zu Grunde:  
o Wie verändern Isolations- und Kultivierungsbedingungen die Charakteristika von 
humanen, enterischen Progenitorzellen? 
o Kann durch Anpassung der Bedingungen die funktionelle in vivo Zelldeterminierung in 
vitro nachvollzogen werden? 
o Bleiben die spezifischen Eigenschaften und das regenerative Potenzial enterischer 
Progenitoren im Alter erhalten? 
o Verringern oder verschieben sich die neuralen Subtypen im ENS durch den 
Alterungsprozess? 
Alters- oder krankheitsbedingte pathologische Veränderungen im ENS führen zu einer oft 
drastisch verringerten Lebensqualität und verschiedensten Krankheitssymptomen, die mit den 
derzeitigen Methoden meist nur unbefriedigend therapiert werden können. Das regenerative 
Potenzial von enterischen Stammzellen bietet daher einen vielversprechenden Ansatz für 
alternative Therapiemöglichkeiten. Neue Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit könnten 
einen Beitrag für die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien eröffnen und so die 





3.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Puffer 
Alle verwendeten Chemikalien und Verbrauchsssmittel waren vom höchsten zu erhaltenden 
Reinheitsgrad. Ebenso, wie die verwendeten Lösungen und Puffer, befinden sich die 
Herstellungsprotokolle der Reagenzien zusammen mit allen verwendeten Gebrauchsmaterialien 
und Geräten im Anhang. (9) 
 
3.2 Biologisches Material 
3.2.1 Versuchstiere und murines biologisches Material 
Bei der in dieser Arbeit verwendeten Mauslinie handelt es sich um eine CD1-Nacktmauslinie 
(nu/nu), welche thymusaplastisch ist und somit keine CD4
+
 T-Helferzellen und Zytotoxischen T-
Zellen ausbildet. Dieser Stamm erlaubt es daher humane Zellen zu transplantieren, ohne dass es 
zu einer Abstoßungsreaktion kommen kann. Der Name dieser Mutante der Hausmaus leitet sich 
aus der fehlenden Körperbehaarung der Tiere ab. Dieser wichtige Modellorganismus; mit der 
spontanen Deletion im FOXN1-Gen, wurde in der gesamten in vivo Studie verwendet. Die Tiere 
wurden gemäß den tierschutzrechtlichen Bedingungen in Isolatoren und ad libitum Fütterung mit 
sterilem Wasser und Futter gehalten. Am Ende der jeweiligen Experimente wurden sie laut 
Bestimmungen des Ethikantrages Nr. TVV07/09 (Az. 24-9168.11, Landesdirektion Leipzig) 
euthanasiert.  
 
3.2.2 Humanes Darmgewebe  
Die verschiedenen Patientenproben stammten von freiwilligen Spendern aus der Klinik für 
Chirurgie und Visceralchirurgie des St. Georg Krankenhauses Leipzig  und der 
Universitätsklinik und Poliklinik für Kinder und Jugendliche in Leipzig. Alle Patienten wurden 
nach entsprechendem Ethikvotum aufgeklärt und nur Proben nach vorheriger, schriftlicher 
Zustimmung verwendet (Ethikvotum Az. 049-09/09032009, Universität Leipzig). Das fetale 
humane Material stammte aus Abortgewebe und wurde, über eine Kooperation mit der AG 
Schwarz (Universität Leipzig), von der Klinik für Neurologie des Universitätsklinikums Leipzig 











Geschlecht Darmabschnitt Pathologie 
19-09 72 m Colon descendens Colon (descendens) Karzinom 
26-09 4 Monate m Distales Colon  Analatresie 
32-09 91 w Colon ascendens Colon (ascendens) Karzinom 
03-10 1 w Colon Resektion 
08-10 70 m Colon Colon (ascendens) Karzinom 
16-10 84 m Colon Colon Flexur rechts Karzinom 
22-10 7 Monate m Distales Colon Analatresie 
25-10 10 Monate m Distales Colon Analatresie 
29-10 74 w Colon transversum Colon transversum Karzinom 
38-10 95 w Colon Colon Flexur rechts Karzinom 
 





Geschlecht Darmabschnitt Pathologie 
21-11 76 w Colon descendens Sigmakarzinom 
22-11 72 m Distales Colon  Sigmakarzinom 
23-11 74 m Colon ascendens Colon (descendens) Karzinom 
 





Geschlecht Darmabschnitt Pathologie 
19-09 72 m Colon Colon descendens Karzinom 
26-09 1 m dist. Colon Analatresie 
32-09 91 w Colon Colon ascendenz Karzinom 
03-10 1 w Colon Resektion 
08-10 70 m Colon Colon ascendenz Karzinom 
16-10 84 m Caecum Colon rechte Flexur, Karzinom 
16-10     Colon   
22-10 6 Monate m Colon Analatresie 
29-10 74 w Colon Colon transversum Karzinom 
38-10 95 w Colon Colon Flexur rechts Karzinom 
07-11 60 w dist. Colon Sigmadivertikulose 
12-11 73 m Colon Sigmakarzinom 
15-11 33 m Ileum Caecumkarzinom 
15-11     Colon   
16-11 85 w Sigma Sigmadivertikulose 
17-11 69 m Colon Sigmakarzinom 
19-11 9 Monate m Sigma Analatresie 







Tabelle 6: Fetales Patientenmaterial für Immunhistochemie der Wachstumsfaktorenstudie 








35-09 11/12     
17-10 11/12 + +   
19-10 11/12 + +  + 
31-10 11/12  +  + 
47-10 11/12   +  
51-10 11/12  + +  






4.1 Gewinnung und Verarbeitung von Darmgeweben 
4.1.1 Mausgewebe 
CD1-Nacktmäuse wurden mit CO2-Begasung betäubt und durch anschließende zervikale 
Dislokation getötet. Der obere Bauchraum wurde unmittelbar post mortem eröffnet und das 





) zu lagern. Im Folgenden wurden Mesenterien, Fettgewebe und 
eventuelle Kotreste entfernt und der gewünschte Darmabschnitt experimentell verwendet oder 
für histologische Untersuchungen in Tissue Tek
®
 Compound Einbettmedium bei -80°C für das 
Anfertigen von Kryoschnitten gelagert (4.4.1). 
 
4.1.2 Humangewebe 
Nach der Gewebeentnahme im Klinikum und der sofortigen Lagerung der Proben in 




,) wurden ein Teil der Proben in Tissue 
Tek
®
 Compound Einbettmedium bei -80°C für das Anfertigen von Kryoschnitten gelagert 
(4.4.1). Der restliche Probenteil wurde alsbald von der Darmmukosa befreit, um die 
Kontaminationsgefahr, mit patienteneigenen Bakterien aus der Darmflora, so gering wie möglich 
zu halten. Erneut wurde ein Teil der Probe abgenommen und über Nacht in RNA-
stabilisierendem Puffer (RNAlater
®
) inkubiert, um sie danach für eine RNA-Isolation bei -80°C 
zu lagern. Die Präparation der Muskelschichten mit dem darin enthaltenen Plexus myentericus 






-freien HBSS und nach intensiver mechanischer 
Zerkleinerung wurde der Darm in eine Verdaulösung aus Kollagenase und Dispase (9.2) 
überführt. Nach ca. 45-90 minütiger Inkubation bei 37°C unter ständiger Rotationsbewegung und 
etwaigem Trituieren wurde die erhaltene Einzelzellsuspension mehrmals in Hanks BSS 
gewaschen und für die in vitro Zellkultur vorbereitet. 
 
4.2 In vitro Zellkultur 
4.2.1 Neurosphärenkultur 
Die erhaltene Einzelzellsuspension der humanen Gewebeisolation (4.1.2) wurde in ein, mit 
Laminin- (1:100)/Fibronektin- (1:100)/Poly-L-Ornithin- (1:100) beschichtetes Kulturschälchen 
(35 mm) überführt. Dort wurden Zellen über Nacht in Proliferationsmedium (9.7) bei 37°C und 
Hypoxiebedingungen kultiviert. Die Hypoxie wurde durch Begasung eines Folienbeutels und 
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dem Einschluss der Kulturschalen darin, erzeugt.  Ein Begasungsgerät (DAS GIP-MF4) erzeugte 
eine Atmosphäre mit 5% CO2 und 2% O2 in N2. Zur Feuchtigkeitsversorgung befanden sich 
mehrere Zellkulturwasser-gefüllte Gefäße im Beutel. 
Am Folgetag wurde die Kultur mit Proliferationsmedium (9.9) gespült, um tote Zellen und 
Zelldebri zu entfernen. Nach Erreichen von ca. 70% Konfluenz wurden die Zellen mittel 5-
minütiger Accutaseinkubation abgelöst und in unbeschichteten T25-Flaschen subkultiviert  
(Morrison, Csete et al. 2000; Hegewald, Alt et al. 2011). 
Dafür wurden alle drei Tage die Hälfte des Mediums ausgetauscht. Analog den Protokollen zur 
Kultivierung enterischer Ganglienzellen (Bixby, Kruger et al. 2002; Kruger, Mosher et al. 2002; 
Bondurand, Natarajan et al. 2003) bilden die Zellen nach ca. einer Woche kugelförmige, stark 
proliferierende Organoide, sog. Neurosphären, die in Neurone und Gliazellen differenzieren 
können. Es gelang so, zwischen 30000 und 220000 Zellen zu kultivieren und experimentell, z.B. 
für Differenzierungsexperimente, einzusetzen. Um die Zellen in ihrer Differenzierung (9.9) zu 
unterstützen wurden sie auf beschichteten 35 mm-Kulturschalen ausgesäht und die 
Wachstumsfaktoren EGF und FGF entzogen. Das Ablösen und Passagieren der humanen, 
enterischen Stamm- und Vorläuferzellen erfolgte jeweils mittels 10-minütiger 
Accutaseinkubation. 
 
4.2.2 Caco-2 Zelllinie 
Caco Zellen sind eine humane Colonkarzinomzelllinie, welche für in vitro Experimente häufig 
verwendet wird. In unserem Fall diente diese Zelllinie zur Bereitstellung und Isolation humaner 
genomischer DNA. Nach intensiver Expansion (9.9) konnten sie mittels fünf-minütiger 
Trypsininkubation vom Flaschenboden abgelöst, gewaschen und experimentell verwendet 
werden. 
 
4.2.3 Wachstumsfaktorentests zur Optimierung der neuralen Differenzierung 
Die Proliferation und Differenzierung enterischer neualer Progenitoren aus humanem Darm ist 
bisher nur ansatzweise untersucht und sehr variabel. Es gibt stetige Bemühungen die 
Kultivierungsbedingungen zu verbessern und zu standardisieren, um durch diesen 
Erkenntnissgewinn auch in vivo Prozesse besser verstehen zu können. Im Rahmen der Arbeit 
wurden verschiedene bereits beschriebene Wachstumsfaktoren (1.4) in verschiedenen 
Zusammensetzungen für eine zielgerichtete Differenzierung in neurale Zellen getestet.  
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4.2.3.1 Wachstumskurve fetaler, humaner Zellen 
Für die Wachstumsfaktorentests wurden fetale, humane Zellen aus dem Magen-Darm-Trakt elf 
bis zwölf Wochen alter Feten isoliert (Tabelle 6). Die Darmpräparation erfolgte durch einem 
klinischen Kooperationspartner (AG Schwarz, Universität Leipzig). Das Gewebe gelangte in 
eisgekühltem HBSS ins Labor und wurden gemäß der humanen adulten Proben prozessiert. Die 
Inkubationszeit der Enzymlösung (9.4) konnte hier jedoch auf ca. 10 min. verkürzt werden und 
das Gewebe wurde komplett, ohne vorherige Separation der Muskaleschicht, verdaut. Im 
Gegensatz zu den, in Neurosphären-Kulturen proliferierenden adulten humanen Proben, wuchsen 
die fetalen Kulturen durchgängig als Monolayer. In T25-Flaschen wurden die Zellen bis zu > 
70% Konfluenz in Proliferationsmedium (9.9) expandiert und danach gesplittet. Dafür wurden 
die Zellen ca. 5 min. mit Accutase  inkubiert, vom Boden abgespült und nach dem Waschen mit 
DMEM/Ham´s F-12 im Verhältnis 1:2 neu ausgesät. Beim Erreichen der erneuten Konfluenz 
wurden die Schritte wiederholt, bis eine deutliche Stagnation des Zellwachstums entstand. Über 
die gesamte Proliferationszeit wurde eine Wachstumskurve aufgenommen und analysiert. Die 
Generationszeit g der Zellen kann mit folgender Formel bestimmt werden: 
   
           
    
  
Formel 1 
N ist hier die Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt t und N0 die ursprüngliche Zellzahl. Die 
Generationszeit beschreibt also die benötigte Zeit der gesamten Zellen, um sich genau einmal zu 
verdoppeln und wird in Tagen angegeben. Das Ergebnis dieses Experiments diente zur 
Feststellung der exponentiellen Wachstumsphase innerhalb der Zellen, welche für die 
Gesamtheit der Experimente verwendet wurde, um eine größtmögliche Standardisierung zu 




In Passage 4 der Expansion der fetalen humanen Zellen wurde eine definierte Zellzahl (20.000 
Zellen) in ein Well einer 48-Well-Zellkulturplatte überführt. Diese Wells waren mit Laminin 
(1:100)/Fibronektin (1:100)/Poly-L-Ornithin (1:100) beschichtet und boten so optimale 
Bedingungen für eine stressfreie Adhärenz an der Kulturschalenoberfläche. Über Nacht wurden 
die Zellen in Proliferationsmedium (9.9) bei hypoxischen Bedingungen (2% O2 und 5 % CO2) 
kultiviert (Hegewald, Alt et al. ; Morrison, Csete et al. 2000). Am nächsten Tag wurden alle 
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Zellen in Differenzierungsbedingungen (9.9) überführt um die Effizienz der Differenzierung in 
neuronale und gliale Zellen zu evaluieren. Es wurden fünf biologische Replikate für die 
neuronale und drei biologische Replikate für die gliale Differenzierung angefertigt und 
ausgewertet. Acht verschiedene Medienzusammensetzungen wurden in jeweils 7 Tagen 
ausgetestet und nach jeweils 3 Tagen wurde die Hälfte des Mediums durch frisches Medium mit 
neuen Wachstumsfaktoren ersetzt. Alle Medien wurden dafür unmittelbar vor dem Wechsel 
frisch hergestellt und die Zellen nur für die Zeit des Mediumswechsels aus den 
Hypoxiebedingungen in Normoxie überführt. Die verschiedenen Medienzusammensetzungen 
erstreckten sich vom Kontrollmedium ohne spezielle Zusätze, bis zur 
Komplettzusammensetzung aller in Frage kommenden Faktoren. 
 
Tabelle 7: Medienzusammensetzung für Wachstumsfaktoren-Assay 





BMP2 - + + + + + + - 
Forskolin (FSK) - - + + + - + - 
GDNF + + - + - + + - 
NT3 + - - - + + + - 
 
Nach einer Differenzierungszeit von 7 Tagen mit einem Mediumwechsel an Tag vier (50% des 
Mediums) wurden immunzytochemische Färbungen  (4.4.5) gegen neuronale (-Tubulin III) und 
gliale (S100) Zellen angeschlossen (9.7).  
 
4.3 Molekularbiologische Methoden 
4.3.1 RNA-Isolation 
Für das Arbeiten mit RNA war es notwendig, dass alle Gefäße und Lösungen frei von RNasen 
waren. Deshalb wurde bei der RNA-Isolation ausschließlich kommerziell erhältliches Nuklease-
freies Wasser  oder DEPC-behandeltes Aqua dest. (9.4) verwendet. Alle wässrigen Lösungen 
wurden mit DEPC-Wasser hergestellt. Mit DEPC lassen sich Histidinreste zu N-
Carbethoxyhistidinresten modifizieren, da dieses kovalent an primäre und sekundäre Amine 
bindet  (Miles 1977). Da RNasen Histidinreste in ihren aktiven Zentren besitzen, waren diese 
nach der DEPC-Behandlung inaktiviert. Alle Glasgefäße wurden 180°C hitzebehandelt und die 
Kunststoffreaktionsgefäße wurden bereits RNAse-frei erworben. Die Gewebe wurden wie 
beschrieben bis zur weiteren Prozessierung in RNAlater
®
 gelagert. Zur RNA-Isolation wurde das 
RNeasy
®
 Mini Kit oder das RNeasy
®
 Plus Micro-Kit verwendet. Das vom Hersteller konzipierte 
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Verlaufsprotokoll wurde exakt eingehalten. Nach der Isolation wurde die RNA mit 30 µl RNase-
freiem Wasser bei 2000 g für 1 min. bei 4°C von der Säule eluiert und bei -80°C gelagert.  
Standardmäßig wurden alle RNA-Proben einer zusäztlichen DNase-Reaktion (RNase-Free 
DNase Set (50)) unterzogen um das Vorhandensein von Resten genomischer DNA 
auszuschließen. 
 
4.3.2 Genomische DNA-Isolation 
Zur Isolation genomischer DNA wurde das DNeasy tissue kit verwendet. Dem vom Hersteller 
beigefügten Protokoll wurde exakt Folge geleistet und zuerst alle Proben mit Proteinase K  
inkubiert, um im Folgenden gemäß dem Protokoll die DNA selektiv an die Membran einer Säule 
zu binden und nach verschiedenen Waschschritten diese DNA in Buffer AE zu eluieren. Die 
Konzentration und die Reinheit der eluierten DNA konnte gemäß der Quantifizierung mittels 
UV-Spektroskopie (4.3.3) evaluiert werden. 
 
4.3.3 RNA-DNA-Quantifizierung mittels UV-Spektroskopie 
Zur Bestimmung der RNA/DNA-Konzentration und des Reinheitsgrades wurden 3 µL Probe auf  
das Nano-Photometer pipettiert. Die Nukleinsäuren wurden bei λ=260 nm und 280 nm 
spektrophotometrisch vermessen. Eine Absorption von OD = 1,0 entspricht dabei einer RNA-
Konzentration von 40 μg/ml. Der Quotient der gemessenen OD260/OD280 lässt eine Aussage über 
den Proteinanteil in der Probe zu. Der Wert für qualitativ hochwertige Nukleinsäuren sollte 1,7 
bis 2,0 betragen. 
 
4.3.4 Reverse Transkription 
Die cDNA-Synthese wurde nach dem Protokoll des Herstellers mit einem Kit von Invitrogen 
durchgeführt. Generell beruhte die Reaktion der Reversen Transkriptase auf der Umschreibung 
der mRNA in komplementäre DNA (cDNA oder Template). Für diese enzymatische Reaktion 
wurden 2 µg RNA eingesetzt. Die Integrität der cDNA wurde mittels PCR überprüft. Dafür 
wurde von humaner cDNA eine housekeeping- (GAPDH) PCR durchgeführt. Anschließend 




4.3.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase Kettenreaktion ist eine häufig genutzte und etablierte Methode zur 
Genexpressionsanalyse aus Zellen oder Geweben. So konnten auch kleinere DNA-Mengen 
detektiert und analysiert werden. Für jede Messung wurden sowohl Negativkontrollen (ohne 
Template) als auch diverse Positivkontrollen (zur Bestimmung der Primerintegrität) mit geführt. 
 
4.3.5.1 Qualitative Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) 
Mit Hilfe genspezifischer Primer (9.6) und einer thermostabilen DNA-Polymerase (RT = 
Reverse Transkriptase) wurden definierte DNA-Fragmente in kurzer Zeit vervielfältigt. Mittels 
eines PCR-Kits (Platinum
®
 Taq DNA Polymerase) wurde für jede Probe ein typischer Ansatz 
hergestellt, welcher in einen PCR-Cycler eingebracht wurde. Ein 1x Ansatz setzte sich wie folgt 
zusammen: 
2,5 µl 10x PCR-Puffer 
1,4 µl 50 mM MgCl2 
1,0 µl 100 mM dNTP-Mix  
0,5 µl forwärts Primer (10 pmol/µl) 
0,5 µl rückwärts Primer (10 pmol/µl) 
0,2 µl Taq-DNA-Polymerase 
18,4 µl Wasser für die Molekularbiologie 
1,0 µl cDNA 
 
In der Regel wurden dann 20-40 Zyklen einer PCR-Reaktion durchgeführt. Diese bestanden stets 
aus 6 Schritten: 1.Initiale Denaturierung, 2. Denaturierung der Template-DNA, 3. 
Primerannealing, 4. Elongation und 5. Endelongation. 
 
Tabelle 8: Ablauf einer RT-PCR 
Schritt Temperatur Dauer 
1 Initiale Denaturierung des DNA-Template 95°C 5 min 
2 Denaturierung der Template-DNA 95°C 1 min 
3 Primerannealing 55-63°C 1,5 min 
4 Elongation 72°C 1 – 3 min 
5 Endelongation 72°C 5 min 




Die Schritte 2-4 wurden für 20-40 Zyklen wiederholt. Da die Bindung der PCR-Primer an das 
DNA-Template von der Primerlänge, dem G-C-Gehalt und somit von deren jeweiliger 
Schmelztemperatur (Tm-Wert) abhing, wurde die Annealingtemperatur dem entsprechenden 
Primerpaar angepasst.  
Eine Visualisierung und Detektion der Amplifikate erfolgte mittels Gelelektrophorese (4.3.6). 
 
4.3.5.2 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR) 
Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist ebenso eine Vervielfältigungsmethode für 
Nukleinsäuren gemäß dem Prinzip einer konventionellen, rein qualitativen PCR. Zusätzlich 
erlaubte diese Methode eine Bestimmung der Menge der enthaltenen DNA oder cDNA. Es 
ließen sich so vergleichende Genexpressionsanalysen zwischen verschiedenen Präparaten 
(Zellen oder Geweben) aber auch in gleichen Präparaten bei unterschiedlichen Bedingungen 
durchführen. Es wurden verschiedene Gewebetypen ebenso untersucht, wie verschiedene 
Kulturbedingungen bei humanen, primären Darmzellen. Um eine generelle Integrität der cDNA 
zu gewährleisten wurden sogenannte houskeeping-Gene mitgeführt (9.6). GAPDH 
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase), HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
1 Homo sapiens) und MRP (Mitochondriales ribosomales Protein L15) sind Gene, welche in 
allen eukaryotischen Zellen etwa gleich stark synthetisiert werden und, soweit bekannt nicht 
reguliert sind. Die Expression dieser Gene wurde gemittelt um eine höchstmögliche Sicherheit 
der darauf  bezogenen Genexpressionsanalysen zu erhalten und alle anderen Proben wurden dazu 
in Bezug gesetzt. In die doppelsträngige cDNA lagerte sich beim Experiment ein DNA-Farbstoff 




 green PCR Kit enthaltene SYBR green interkalierte mit der 
doppelsträngigen cDNA und zeigte so bei zunehmender Amplifikation eine ansteigende 
Fluoreszenz welche mit der entsprechenden Software detektiert wurde (ABI 7500 Software 
Version 2.0.1). 
 
Für jedes Template wurde der Reaktionsansatz wie folgt pipettiert: 
12,5 µl SYBR-Green Master Mix 
9 µl DEPC-Wasser 
1,25 µl forwärts Primer (sense) 
1,25 µl rückwärts Primer (antisense) 
1,0 µl cDNA 
 
Die Gesamtheit der selbst designten Primer war für 60°C Annealingtemperatur konzipiert und 
eine beispielhalfte Reaktion stellt sich wie folgt dar: 
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Tabelle 9: Ablauf einer qRT-PCR 
Schritt Temperatur Dauer 
1 Initiale Denaturierung des DNA-Template 95°C 15 min. 
2 Denaturierung der Template-DNA 94°C 15 s. 
3 Primerannealing 60°C 30 s. 
4 Elongation 72°C 30 s. 
5 Endelongation 72°C 5 min. 
6 Schmelzkurve   
7 Kühlung 4°C ∞ 
 
Am Ende der Reaktionen (42 Zyklen mit anschließender Schmelzkurve) wurden alle Proben 
einer visuellen Überprüfung mittels Gelelektrophorese (4.3.6) unterzogen. 
 
4.3.6 Gelelektrophorese 
Die Methode der Gelelektrophorese nutzt die Eigenschaft der DNA, in einem elektrischen Feld 
zu wandern. Auf Grund der negativen Ladung des Phosphatrückgrates der DNA iat es möglich 
DNA-Fragmente unterschiedlicher Größe voneinander zu trennen und zu identifizieren.   
 
4.3.6.1 Agarosegelelektrophorese 
Für die horizontale elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten mit einer Länge von 0,1 
bis 1 kb wurde eine Agarosekonzentration von 1,5-2% (w/v) gewählt. Die Herstellung der Gele 
erfolgte unter Verwendung von 1x TAE Puffer (9.4) sowie SYBR-Safe (1:10000 in 1x TAE). Den 
Proben wurde 6x Ladepuffer (9.4) zugesetzt und anschließend wurden sie parallel zum Standard 
(100bp DNA Ladder) auf das Agarosegel aufgetragen. Die Trennung der DNA-Fragmente 
erfolgte bei einer Spannung von 5-8 V/cm
2
. Die DNA-Banden konnten unter UV-Licht bei 312 
nm sichtbar gemacht und dokumentiert werden. Gegebenenfalls wurden die Banden zur weiteren 




Mittels On-Chip-Gelelektrophorese und dem DNA 1000 Kit konnten in 35 min. ebenfalls 
Amplifikate aus konventioneller und quantitativer PCR analysiert werden. Die Core Unit 
Qualitätsmanagement des TRM (Universität Leipzig) unterzog die Proben der entsprechenden 
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Prozedur. In eine sog. priming station wurde ein Chip eingespannt und dieser mit gel-dye-mix, 
einer fertigen Gel-Lösung, befüllt. Alle Wells wurden ausnahmslos mit 5 µL Marker gefüllt. 
Daraufhin wurde 1 µL DNA-Ladder in das dafür vorgesehene Well gegeben und ferner 1 µL 
Probe oder Wasser in die restlichen Vertiefungen appliziert. Nach einer Zentrifugation des Chips 
bei 500 g wurde er in den Cycler eingebracht. Jeder Chip enthält eine Vielzahl von verbundenen 
Mikrokanälen, welche für die Separation der Nukleinsäurenfragmente, gemäß ihrer Größe im 
elektrischen Feld, verantwortlich sind. Nach dem Lauf konnte ein gelähnliches Bild kreiert 
werden, welches genau die Basenpaare der Reaktionen aufzeigt. 
 
4.4 Histologische und immunhistochemische Methoden 
4.4.1 Anfertigung von Kryo-Gewebeschnitten 
Von Geweben, welche direkt nach der Präparation in Einbettmedium bei -80°C weggefroren 
wurden, konnten bei Bedarf, mit Hilfe eines Gefriermikrotoms, 10-16 µm dicke Schnitte 
angefertigt und auf Superfrost Objektträger aufgebracht werden. Diese wurden bei -20°C 
gelagert und bei Bedarf langsam aufgetaut. In 4%-igem Paraformaldehyd wurden die Schnitte 
für mindestens 10 min. fixiert, in PBS (9.4) gewaschen und im Folgenden für 20 min. mit 




Bei immunhistochemischen Experimente wurden von den zu untersuchenden Geweben zuerst 
routinemäßig Hämatoxylin-Eosin-Färbungen (HE-Färbung) angefertigt, um die Gewebeintegrität 
zu beurteilen. Sie diente zudem der Orientierung im Gewebe und ermöglichte es, spätere 
Ergebnisse besser zu bewerten. Die Färbung in saurem Hämalaun nach Mayer wurde für ca. 3-5 
min durchgeführt und die Präparate danach in Aqua dest. gespült. Um eine bestmögliche 
Farbreaktion zu erhalten wurde zusätzlich mit lauwarmem Leitungswasser für 15-30 min. 
gebläut. Nach erneutem, kurzem Waschen in Aqua dest. wurden die Schnitte dann für ca. 3 min. 
in Eisessig-Eosin G-Lösung (9.4) inkubiert. Final wurden die Schnitte kurz in Leitungswasser 






Die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH) Diaphorase wurde zur Darstellung der 
zytoplasmatischen Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) genutzt. Für diese Methode wurden 
Darmabschnitte entnommen , zu Kryoschnitten (4.4.1) verarbeitet und analog dem Protokoll von 
Wallace et al. die NADPH-Diaphorase durchgeführt (Wallace, Barlow et al. 2009). Im 
Folgenden wurden sie mittels 4%-iger PFA-Lösung (9.4) fixiert und mit PBS gewaschen. Im 
Dunkeln wurde anschließend mit NADPH-Diaphorase-Lösung (9.4) für 30 min bei 37°C 
inkubiert und final die Reaktion mit mehreren Waschschritten in PBS gestoppt. Um eine 
Lokalisation der zytoplasmatischen, violetten NOS-Reaktion (Abbildung 6) auf einzelne Zellen 
beziehen zu können, wurde anschließend eine Kernfärbung mittels Nuclear Fast Red durch eine 
20-minütige Inkubation bei RT angeschlossen. Bei Bedarf konnten die Schnitte nach weiteren 
Waschschritten in PBS in Kaiser Glyceringelatine eingedeckelt werden. Da diese Färbung alle 
enthaltenen NOS-Subgruppen anfärbte, wurde eine Auswertung, unter Einbeziehung 
morphologischer Strukturen, streng auf die Region einzelner Ganglien des Plexus myentericus 
beschränkt (d.h. nNOS). Mittels lichtmikroskopischer Analyse wurde die Gesamtheit der nNOS-
positiven Zellen auf die Gesamtzellzahl des Plexus (Fast Red Färbung der Zellkerne) bezogen. 
 
Abbildung 6: Die NADPH-Diaphorase-Färbung des ENS  
Die Färbung des Plexus myentericus des Patient 19-09 zeigt repräsentativ die rötlich gefärbten 
Zellkerne (Pfeilspitzen) mit Nuclear Fast Red und die NOS-positiven dunkel-violetten Zellen 
durch NADPH-Diaphorase innerhalb des Ganglion (Pfeile). Messbalken 200 µm 
 
4.4.4 Seneszenz-assoziierte beta-Galactosidase-Färbung  
Die -Galactosidase Färbung diente der Darstellung des Enzyms -Galactosidase bei pH 6 und 
damit der Visualisierung von Seneszenz. Preseneszente, ruhende oder bereits abgestorbene 
Zellen werden nicht detektiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das Senescence - 
Galactosidase Staining Kit verwendet und das vom Hersteller bereitgestellte Protokoll exakt 
befolgt. Es wurden angefertigte humane (Tabelle 3) Kryoschnitte (4.4.1) mittels im Kit 
enthaltener Fixierlösung für 10 min. behandelt und gemäß des Kits bei 37°C über Nacht mit der 
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Färbelösung inkubiert. Abschließend konnten die Objektträger mittels Kaiser Glycerinelatine 
konserviert und mittels Durchlichtmikroskopie ausgewertet werden.  
 
4.4.5 Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie ist eine Methode zum spezifischen, primär qualitativen Nachweis der 
Verteilung von Proteinen in Gewebeschnitten oder innerhalb einer Zellkultur durch die 
Markierung ihrer Antigene mit spezifischen Antikörpern (Coons 1958). Bei der hier 
angewandten Methode der indirekten Immunfluoreszenz handelte es sich um ein Verfahren, bei 
dem fixierte und blockierte Kryoschnitte (4.4.1) oder Zellen zunächst über Nacht bei 4°C mit 
unmarkierten Primärantikörpern (9.7) in 0,1%-igem Triton
®
 X-100 inkubiert wurden. Durch den 
Einsatz eines fluorochrom-markierten, sich spezifisch gegen den Primärantikörper richtenden, 
Sekundärantikörpers (9.7) in 0,1%-igem Triton
®
 X-100 für 30 min im Dunkeln bei RT), gelang 
es, das gewünschte Protein indirekt zu markieren und mittels Fluoreszenzmikroskopie zu 
detektieren. 
Dafür eignen sich die Alexa Fluorochrome besonders gut. Generell zeichnen sich Alexa 
Fluorochrome durch hohe Stabilität, geringe pH-Anfälligkeit und starke Helligkeit aus. In der 
vorliegenden Arbeit wurde Alexa 488 verwendet (1:600). 
Carbocyanine (Cy3, 1:300), eine Gruppe sehr leuchtintensiver und photostabiler 
Fluoreszenzfarbstoffe zeigte an biologischen Geweben, durch die relativ hydrophilen Cy3 
konjugierten Reagenzien, kaum unspezifische Bindungen und fand ebenfalls Anwendung in der 
vorliegenden Arbeit. Die unterschiedlichen Wellenlängen der beiden Farbstoffe erlaubten auch 
die parallele Nutzung beider Fluoreszenzen auf einem Objekt. Die Zellkerne wurden mit 4',6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI, 1:5000) gegengefärbt, was zusammen mit dem 
Sekundärantikörper für 30 min. im Dunkeln geschehen konnte. Es lagerte sich an AT-reiche 
Regionen in der kleinen Furche der DNA an und wurde mit ultraviolettem Licht angeregt. Die 
blau-violette DAPI-Färbung der Zellkerne diente zum einen der besseren Orientierung im 
Gewebe und zum anderen der genauen Lokalisation der Antigene. Bei der 
Immunfluoreszenzmethode wurden Mehrkanalaufnahmen erstellt, die verknüpft und 
übereinander gelegt wurden. Somit war eine übersichtliche Darstellung der Gewebe oder Zellen 
möglich. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte nachgewiesen werden, ob Proteine 
zytoplasmatisch oder im Zellkern vorkommen. Nachdem die Gewebeschnitte dreimal mit PBS 
gespült wurden, konnten sie, durch Eindeckeln mit Kaiser Glyceringelatine, konserviert und bei 
4°C aufbewahrt werden. Immunhistochemisch angefärbte Zellen wiederum wurden mit PBS 
(9.4) überschichtet und ebenfalls bei 4°C gelagert. 
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4.4.6 DNA In Situ Hybridisierung  
Mittels In Situ Hybridisierung konnte die humane Alu-Sequenz (Houck, Rinehart et al. 1979) 
nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um eine hochrepetitive Genabfolge, welche in jeder 
humanen Zelle nachweisbar ist. Ungefähr 3-6% des gesamten humanen Genoms besteht aus 
diesem vielfältigen Gen. Durch diesen hohen Alu-Gehalt in humanen Zellen eignete sich diese 
Sequenz als Zielgen für eine In Situ Hybridisierung nach der Transplantation humaner Zellen in 
ein murines System.  
Die Sonde für eine In Situ Hybridisierung konnte mittels PCR (4.3.5.1) aus jeglichem humanen 
Gewebe hergestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die genomische DNA mittels 
DNeasy tissue kit aus Caco-2 Zellen (4.2.2) isoliert (4.3.2) und die Alu-Sequenz mittels RT-PCR 
spezifisch amplifiziert. Die Annealingpositionen der verwendeten Primer (Tabelle 15) wurden so 
gelegt, dass sie in der am stärksten konservierten Region des Alu-Gens lagen. Die Reaktion 
wurde gemäß Kim et al. (Kim, Yu et al. 1998) vollzogen und mittels Gelelektrophorese (4.3.6.1) 
die entsprechende Bande (224 bp) visualisiert. Die Bande wurde ausgeschnitten und mittels 
Qiaquick eluiert. Zur Herstellung der DNA-Sonde wurde das eluierte PCR-Produkt (50 ng) mit 
Digoxigenin (DIG) gelabelt (PCR DIG probe synthesis kit). Die angefertigten Kryoschnitte 
(4.4.1) wurden für 20 min. mit 4 %iger PFA-Lösung inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal für 
5 min. mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte in TE-Puffer (9.4) mit 2 µg/ml 
Proteinase K für 30 min. bei 37°C inkubiert und danach erneut dreimal gewaschen. Um 
unspezifische Bindungen zu blockieren wurden die Schnitte zweimal für 5 min. mit frischer 
TEA-Essigsäureanhydridlösung (9.4) acetyliert und dabei leicht geschüttelt. Nach einer Pre-
hybridisierung mit Hybridisierungspuffer (9.4) bei 85°C für drei Stunden in einer feuchten 
Kammer wurden die Schnitte in frischen Hybridisierungspuffer mit denaturierter DIG-markierter 
DNA-Sonde (100 ng/mL) für weitere zwei Stunden bei 85°C inkubiert. Danach wurden die 
Schnitte bei -20°C für einiege Minuten schnell heruntergekühlt und danach erfolgte eine 
Inkubation bei 42°C über Nacht. Am nächsten Morgen wurde einmal kurz in 1x SSC Puffer (9.4) 
gespült und dann mindestens dreimal  für 15 Minuten mit 0,1x SSC bei 
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die Schnitte wurden anschließend 30 min. in 1%-igem 
Blockingreagenz in Puffer 3 (Maleatpuffer, 9.49.4) blockiert und mit einer Alkalischen 
Phosphatase-konjugierten Antikörperlösung (1:2000 in Blockingpuffer, 9.4) eine Stunde 
behandelt. Nach dreimaligem, intensivem Waschen für 15 min. in Puffer 3 (Maleatpuffer, 9.4) 
wurden die Objektträger kurz in Puffer 5 (TRIS-Puffer, 9.4) gewaschen, um dann die 
Farbreaktion mit frischer NBT/BCIP-Substratlösung, 9.4) in Puffer 5 bei RT zu erzeugen. Nach 
mehrstündiger (bis ü.N. bei 4°C), enzymatischer Reaktion und einer ausreichenden Färbung 
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konnte die Reaktion mit Stopp-Puffer (9.4) beendet werden. Nach mehreren Waschschritten 
(dreimal für 15 min. mit PBS) wurden die Objektträger dann mit Kaiser Glyceringelatine zur 
Konservierung eingedeckelt. 
 
4.4.7 Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) 
Kultivierte, humane, enterische Zellen wurden in expandierten Passagen als Monolayerkultur an 
den Kooperationspartner Dr. Heidrun Holland (Translationszentrum für Regenerative Medizin 
(TRM), Universität Leipzig) abgegeben und auf genetische Stabilität untersucht. Dafür wurden 
die Zellen nach erfolgter Metaphasenpräparation bzw. Interphasezellenpräparation für eine 
Subtelomer Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (Subtelomer FISH) auf Objektträger überführt 
und in 2x SSC-Lösung (9.4) bei 73°C für 5 min. inkubiert. Danach wurden die Objektträger an 
der Luft getrocknet und anschließend in Denaturierungspuffer (9.4) überführt. Eine 
anschließende, aufsteigende Alkoholreihe diente der Dehydrierung (4°C). Dabei wurden die 
Objektträger jeweils eine min. in 70%, 80% und 100% Ethanol gewaschen und danach in 100% 
Ethanol bei RT belassen. Während dieser Zeit konnten die Sondenmixturen für die ToTelVysion 
Multi-color DNA-Sonde, vorbereitet werden. Dafür wurden je 2 µl jeder Mixtur in ein 0,25 ml 
Reaktionsgefäß gegeben (insgesamt 15) und nach 5 min. Denaturierung im Wasserbad bei 73°C 
wurden die nun denaturierten Sonden einer weiteren Inkubation im Wasserbad (45 min., 45-
50°C) unterzogen. Anschließend erfolgte die eigentliche Hybridisierung der Objektträger. Dafür 
wurden sie auf der Rückseite getrocknet und auf der Heizplatte oder im Molecular Thermo Brite 
der restliche Alkohol verdampft. Anschließend wurden 2 µl der jeweiligen Mixtur auf die 
ausgewählten Areale aufgebracht und mit einem runden Deckglas (10 mm) abgedeckt. 
Rundherum wurde mit einem Kleber (Fixogum Rubber Cement Marabu) eine Abdichtung 
erreicht. Die Objektträger wurden zur Hybridisierung danach in den Molecular Thermo Brite 
gelegt und für 12-16 h bei 37°C hybridisiert. Am Folgetag wurden die Objektträger von den 
Deckgläschen und dem Kleber befreit und sofort in die vorbereitete und auf 73°C temperierte 
0,4x SSC/0.3% NP-40-Lösung gestellt. Die Küvette wurde leicht geschwenkt und die 
Objektträger danach 2 min. inkubiert. Nach einem angeschlossenen Waschschritt in 2x 
SSC/0,1% NP-40 für eine Minute (Küvette wird ebenfalls leicht geschwenkt) wurden die 
Objektträger im Dunkeln für ca. 20 min. getrocknet. Mittels DAPI (125 ng/µl) wurden die 
Zellkerne gelabelt und ein finales Eindeckeln war möglich. Nach der Trocknungsdauer (im 
Dunkeln) konnten die Fluoreszenzfärbungen mikroskopisch analysiert werden. Diese Methode 




4.5 Patch-Clamp-Technik und Whole-Cell-Ableitung 
4.5.1 Methode 
Bei der Patch-Clamp Technik handelt es sich um eine Methode der Elektrophysiologie, mittels 
derer sich Ionenströme über biologischen Membranen messen lassen. Grundlegend war dabei 
das Prinzip der Spannungsklemme (Voltage -Clamp), entwickelt von Cole und Curtis in den 30er 
Jahren des 20. Jahrhunderts (Cole and Curtis 1939; Cole 1979). In der am häufigsten 
verwendeten Form des Verfahrens wurden zwei scharfe Mikroelektroden in die zu 
untersuchende Zelle eingestochen. Die Erste diente dazu, das aktuelle Transmembranpotential 
relativ zu einer Badelektrode zu messen. Mit der zweiten Elektrode konnte Strom in die Zelle 
injiziert werden und so deren Membranpotential auf einen vom Experimentator voreingestellten 
Wert (Haltepotential) geklemmt werden. Beide Elektroden waren mit einem Verstärker 
verbunden, der das Membranpotentialsignal in einen Rückkopplungsverstärker einspeiste. Kam 
es infolge des Öffnens von Ionenkanälen zu einer Differenz zwischen Membran- und 
Haltepotential wurde durch den Rückkopplungsverstärker solange ein Strom in die Zelle 
injiziert, bis das ursprüngliche Klemmpotential wiederhergestellt war. Der erforderliche 
Kompensationsstrom wurde gemessen und reflektierte, wenn auch mit umgekehrten Vorzeichen, 
den Stromfluss über die Zellmembran. 
Die eigentliche Patch-clamp-Technik (oder Membranfleck-Klemme) wurde 1976 von Neher und 
Sakmann eingeführt (Neher and Sakmann 1976). Eine wesentliche Veränderung zur 
herkömmlichen Spannungsklemme bestand darin, dass nur eine (stumpfe) Elektrode (Patch-
Pipette) zum Anlegen der Klemmspannung und zur Messung der Membranströme benötigt 
wurde. Ein Operationsverstärker, in Parallelschaltung mit einem Rückkopplungswiderstand, 
diente dabei als Strom-Spannungswandler. Sehr stark vereinfacht gesagt, verglich dieser 
Verstärker an seinen beiden Eingängen kontinuierlich die vom Experimentator vorgegebene 
Soll- (Klemm) Spannung mit derjenigen, die an der Patch-Pipette anlag. Bei Abweichungen 
zwischen Pipetten- und Sollspannung  entstand am Ausgangspol des Operationsverstärkers eine 
proportionale aber extrem verstärkte Spannung, die als Strom über den 
Rückkopplungswiderstand in die Pipette zurückfloss und die Spannungsdifferenz beseitigte. 
Wieder diente der Kompensationsstrom als Messgröße für den Ionenstrom über die 
Zellmembran. Ein zweiter wesentlicher Unterschied zum herkömmlichen „Voltage-clamp“-
Verfahren bestand nun darin, dass die Patch-Pipette nicht mehr in die Zelle eingestochen wurde. 
Sie wurde zunächst nur vorsichtig der Zellmembran aufgesetzt. Durch Anlegen eines leichten 
Unterdruckes an das Pipetteninnere stieg der Abdichtwiderstand zwischen Glas und 
Zellmembran, im Erfolgsfalle, in den Gigaohm-Bereich (sogenanntes „Gigaseal“ von seal: 
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Dichtung), wodurch das Hintergrundrauschen der Messungen massiv reduziert wurde. Erst 
dadurch wurde die Messung von Einzelkanalströmen mit Amplituden im Picoampere-Bereich 
möglich.   
 
4.5.2 Patch-clamp-Konfigurationen 
Patch-Clamp Ableitungen waren in vier unterschiedlichen Konfigurationen möglich (Hamill, 
Marty et al. 1981; Numberger and Draguhn 1996). Die „Cell-attached-Konfiguration“ war der 
Ausgangspunkt für alle übrigen Konfigurationen. Sie war mit der oben erwähnten Ausbildung 
eines Gigaseals bereits erreicht. Einzelkanalmessungen waren möglich. In die „Inside-out -
Konfiguration“ gelangte man, indem nach Ausbildung des Gigaseals die Patch-Pipette von der 
Zellemembran abgezogen wurde. Im besten Falle wurde dabei ein Membranstück aus der Zelle 
ausgeschnitten, ohne dass die Abdichtung zwischen Pipetten-Glas und Membran 
(Sealwiderstand) schlechter wurde. Die zytoplasmatische Seite des Membranfleckens war zur 
Badlösung gerichtet. Die „Whole-cell-Konfiguration“ wurde erreicht, indem der 
Membranbereich unter der Patch-Pipette nach Herstellung eines Gigaseals aufgerissen wurde 
(z.B. durch Anlegen eines stärkeren Unterdruckes, durch hochfrequente, hochamplitudige 
Wechselspannung oder eine Kombination aus beidem; siehe unten). In diesen 
Ganzzellableitungen wurden nun nicht mehr Einzelkanäle gemessen, sondern die 
makroskopischen Ströme durch alle simultan aktiven Kanäle der Zellmembran. Dieses Vorgehen 
bot folglich Vorteile wenn z.B. eine nur geringe Dichte an Kanälen a priori nicht auszuschließen 
war. Günstig war auch, dass die untersuchten Ionenkanäle nicht mehr von der Badlösung isoliert 
waren und somit die Wirkung extrazellulärer Liganden untersucht werden konnte. Ein Nachteil 
dieser Methode mochte es allerdings sein, dass das Zellinnere mit Pipetten Lösung ausgetauscht 
wurde. Dafür konnte das intrazelluläre Milieu aber kontrolliert werden. Die 
Ionenzusammensetzung der intrazellulären Lösung war bekannt, wichtige zytoplasmatische 
Bestandteile wie ATP können substituiert werden, und es bestand die Möglichkeit Farbstoffe für 
eine spätere Identifizierung in die Zelle einzubringen. Wurde nach Erreichen einer 
Ganzzellableitung die Patch-Pipette von der Zelle abgezogen, löste sich ein Membranfleck und 
die Außenränder schlossen sich zu einem Vesikel, bei dem die Membranaußenseite zum Bad 
zeigt („Outside-out“-Konfiguration). In diesem Modus war, wie beim „cell-attached-“ und 
“inside-out-patch“, die Auflösung von Einzelkanalamplituden möglich.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus zwei Gründen ausschließlich die „whole-cell“-
Konfiguration verwendet. Zum einen war die Dichte funktioneller Natriumkanäle in den 
Membranen der differenzierten fetalen, humanen, neuronalen Zellen zu Beginn der 
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Untersuchung unbekannt. Mit der Ganzzellableitung bestand somit die beste Chance 
Natriumströme auch bei geringer Kanaldichte zu detektieren. Zum anderen sollte die Sensitivität 
der Natriumkanäle gegen den Blocker Tetrodotoxin untersucht werden. Auch diese Fragestellung 
ließ sich am einfachsten in der gewählte Konfiguration beantworten (siehe oben). (Numberger 
1996; Mollemann 2002) 
 
4.5.3 Set up und Versuchsdurchführung 
Die humanen fetalen Zellen wurden wie in Abschnitt 4.1.2 und 4.2.1 beschrieben isoliert und 
expandiert. Das Proliferationsmedium wie in 9.9 beschrieben wurde dabei alle drei Tage zur 
Hälfte gewechselt. In der Passage 4 wurden dann 5000 Zellen in ein Laminin- 
(1:100)/Fibronektin- (1:100)/Poly-L-Ornithin (1:100) beschichtetes 35 mm-Kulturschälchen 
überführt und eine weitere Nacht bei Proliferationsbedingungen kultiviert. Am Folgetag wurde 
die Kultur in Differenzierungsbedingungen (9.9) überführt um möglichst viele neuronale Zellen 
zu generieren und deren Funktionalität mittels Patch-Clamp-Technik zu untersuchen. Nach 19 
Tagen wurden die Zellen für die elektrophysiologische Analyse vorbereitet. Zunächst wurden die 
Schälchen mit der Badlösung (9.4, Patch-Lösungen; Extrazelluläre Lösung) dreimal gespült und 
dann in das System der Patch-clamp-Apparatur (Abbildung 7) eingebracht. Dafür wurde die 
Kulturschale unter das inverse Mikroskop, welches auf einem schwingungsgedämpften Tisch 
stand, verbracht und die Referenzelektrode in die Flüssigkeit eingetaucht. Zur elektrischen 
Abschirmung befand sich um die Anlage herum ein Faraday-Käfig. Ein Druckapplikationsystem 
diente zur Perfusion. Dazu wurde dessen Auslasskanüle (100 µm innerer Durchmesser) mit Hilfe 
eines Mikromanipulators in unmittelbarer Nachbarschaft zur untersuchenden Zelle positioniert. 
Über Computer-gesteuerte Magnetklappen an verschiedenen Badlösungsreservoirs konnte so 
gezielt Badlösung, oder Badlösung plus Substanz (Tetrodotoxin) auf die Zelle appliziert werden. 
Über eine weitere Kapillare mit angeschlossener Pumpe wurde kontinuierlich überschüssige 
Badlösung abgesaugt. Weitere unerlässliche Geräte für eine Patch-Clamp-Anlage stellten 
Verstärker, sowie Mikromanipulatoren um die Pipette und die superfusion DAD-VA zu 
positionieren, dar. Zur Beobachtung der Ströme dienten ein Oszilloskop und eine 
computergesteuerte Einheit, welche auch der Bedienung diente. Zur Dokumentation stand eine 




Abbildung 7: Schematischer Aufbau der Patch-Clamp-Anlage 
Vereinfachte Darstellung der gesamten Patch-Clamp-Anlage mit (1) Perfusionssystem mit 
frischer Badlösung, zuführenden Schlauch und (1a) Perfusionseinheit. In (1b) sind abführender 
Schlauch, Pumpe und Reservoir dargestellt. Im Zentrum der Anlage stand (2) das 
Invertmikroskop, mit der Lichtquelle und (3) der Mikromanipulatoreinheit, mit der Patch-
Pipettenhalterung, der Perfusionsapplikation und den Mikromanipulatoren. Neben der Anlage 
angeordnet befand sich die elektronische Einheit mit dem (4) Patch-Clamp-Verstärker und dem 
AD/DA Wandler, (5) dem Steuergerät für den DAD-VC Druckminderer und (6) dem 
Oszilloskop. Zur Visualisierung und Datenerfassung dienen die (7) Computer-Einheiten mit der 
EPC 9 Pulse software. (8) Das Schlauchsystem zur Regulierung des Pipettendrucks für das 
Erstellen des cell-attached patches und zum Öffnen der Zellmembran vervollständigt die Einheit 
der mobilen Hardware. Eingerahmt werden die Bestandteile von (9) einem 
schwingungsgedämpften Tisch und (10) dem Faraday-Käfig. 
 
Bei Ganzzellableitungen kam es auf einen niedrigen Widerstand der Pipetten an. Deswegen 
wurden ausschließlich dünnwandige Patch-Pipetten verwendet, deren Widerstand unter 5 MΩ 
lag. Vor jedem Versuch wurde mit einem horizontalen Patch-Pipettenziehgerät (Abbildung 8A) 
oder Puller die Patch-Pipette frisch aus einer Borosilikat-Glaskapillare gezogen. Es entstanden 
jeweils 2 gleiche Pipetten welche daraufhin an der Spitze unter visueller Kontrolle (Abbildung 
8B) mit einer dünnen Schicht Bienenwachs überzogen wurden, ohne die Spitze zu verschließen 
(Abbildung 8C). Im Folgenden wurde die Pipette von hinten, mit einer kleinen Spritze und 
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einem feinen schlauchartigen Aufsatz, mit der definierten, filtrierten Pipettenlösung befüllt (9.4, 
Patch-Lösungen; Intrazelluläre Lösung). Abschließend wurde die Pipette in eine Silikonlösung 
(Organopolysiloxan in Heptan, Sigmacote
®
) getaucht. Das Wachsen und die Silikonlösung 
verhinderten das Heraufsteigen der Badlösung während des Experiments, was die 
Pipettenkapazität erhöht hätte. 
 
Abbildung 8: Pipettenziehgerät und Anlage für Beschichtungen 
Die Glaskapillaren werden in den (A) puller eingespannt und in drei Arbeitsschritten zu zwei 
gleichen Patch-Pipetten ausgezogen. Mittels visueller Kontrolle unter (B) dem Binokular wird 
dann eine isolierende Schicht (C) geschmolzenen Bienenwaches aufgebracht, um eine weitere 
Isolation der Pipette zu erreichen. 
 
Nachdem die Pipette in die Halterung eingespannt wurde und mittels eines feinen, chlorierten 
Silberdrahtes eine elektrisch leitende Verbindung zwischen der Lösung in der Pipette und dem 
Patch-Clamp-Verstärker hergestellt wurde, brachte man die Pipette langsam in Richtung der 
Badlösung. Durch Anlegen eines leichten Überdrucks wurde die Pipettenspitze bis zum 
Eintauchen in die Lösung frei von Verunreinigungen gehalten. Nach dem Eintauchen konnte der 
Überdruck entfernt werden und der sog. Cell-attached-Patch wurde hergestellt. Dafür brachte 
man die Pipette mit dem Mikromanipulator direkt an die Membranoberfläche heran und 
versuchte eine dichte Verbindung zur Zelle herzustellen. Währen der Annäherung an die 
Zellmembran wurde ein repetitiver Testpuls (2 ms, 1-4 mV) an die Pipette angelegt, und die 
resultierende Stromamplitude auf einem Oszilloskop beobachtet.  Eine leichte Verminderung der 
Testpuls Amplitude signalisierte dabei die Anlagerung der Pipettenmündung an die Zelle. Durch 
vorsichtiges Ansaugen konnte dieser Vorgang unterstützt werden und führte zur Ausbildung des 
Gigaseals. Zwischen der Außenlösung und dem Inneren der Pipette entstand so ein elektrischer 
Widerstand im Gigaohmbereich (10
9
 Ohm). Daraufhin wurden kapazitive Stromzacken, bedingt 
durch die Kondensatoreigenschaften der Patch-Pipette, mit Hilfe der Verstärkerelektronik 
kompensiert und ein negatives Haltepotenzial von -80 mV eingestellt. Das Durchbrechen der 
Membran unter der Pipettenöffnung erfolgte entweder durch Anlegen eines Unterdrucks durch 
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Saugen am Pipettenschlauch oder durch das Anlegen einer hochfrequenten und 
hochamplitudigen Wechselspannung an die Zelle (Zap-Modus). Das Strommuster änderte sich 
erneut merkbar, wieder auftretende kapazitative Stromzacken am Beginn und Ende des 
Testpulses signalisierten das Offensein der Membran (Whole-Cell-Ableitung). Bei jeder 
Spannungsänderung musste nun die gesamte Fläche der Zelle umgeladen werden und somit 
erhöhten sich die kapazitiven Ladeströme. Nun konnten Strom-Spannungskurve (I-U-
Kennlinien) aufgenommen werden. Dazu wurde die Zelle mit repetitiven, alle 2 s applizierten  
Spannungssprüngen von 40 ms Dauer in 10 mV Schritten von -70 bis +110 mV depolarisiert und 
die resultierenden Stromamplituden gemessen. Für ein komplettes Experiment wurden drei 
aufeinanderfolgende Strom-Spannungskurven generiert. Die erste vor der Applikation von 
Tetrodotoxin (TTX, 1 µM), die zweite nach 1 min Superfusion mit dem Na
+
-Kanal-Blocker und 
die dritte nach 2-minütigem Waschen mit TTX-freier Badlösung. 
Schon während des Patch-Verfahrens ist es möglich sogenannte cell-tracker zu verwenden. In 
der vorliegenden Arbeit wurde das Lucifer-Gelb gewählt und in der Intrazellulären Lösung (9.4) 
gelöst. Bereits 1981 verwendet (Stewart 1981), diffundierte der Farbstoff bei der Whole-Cell-
Ableitung nicht nur in die gepatchte Zelle, sondern über Gap-Junctions auch in benachbarte 
Zellen. So erlaubte dieser Farbstoff auch Aussagen darüber wie viele Zellen in der Kultur 
miteinander gekoppelt waren. Lucifer-Gelb wurde im Wellenlängenbereich 428 nm angeregt, 
emittierte im Bereich 535 nm und könnte so direkt visualisiert werden. In der vorliegenden 
Arbeit wurde er, auf Grund technischer Limitationen, indirekt mittels primärem (1:1000) und 
sekundärem Antikörper (9.7) detektiert, wobei genauso vorgegangen wurde, wie bei anderen 
immunzytochemischen Färbungen (4.4.5). 
(Numberger 1996; Mollemann 2002) 
 
4.6 Lasermikrodissektion 
Für die gezielte Isolation des Plexus myentericus aus kryogeschnittenem Darm wurden Patienten 
(Tabelle 3) aus verschiedenen Altersgruppen, nach histologischen und pathophysiologischen 
Merkmalen ausgewählt. Dafür wurden von den Patienten Übersichtsfärbungen angefertigt (4.4.2) 
und die Strukturen analysiert. Patienten, in deren Schnitte keine Plexusstrukturen nachgewiesen 
werden konnten, wurden von der Studie ausgeschlossen.  
Es wurden Genexpressionsmuster von Kleinkindern analysiert und dann einer Gruppe von 
gealterten Patienten gegenüber gestellt. Final sollte eine vergleichende Analyse des ENS, 




Das Gewebe wurde direkt nach dem Erhalt präpariert und mittels Kryocut in 16 µm Schnitte 
verarbeitet und auf spezielle PEN-Membran-beschichtete Objektträger (Polyethylen-Naphtalate-





) vorbehandelt und waren somit weitgehend RNase-frei und deutlich 
hydrophober. Durch eine HE-Färbung (4.4.2) wurde eine Orientierung im Gewebe möglich und 
der Plexus myentericus des ENS ließ sich deutlich abgrenzen (Abbildung 9A). Nach der 
vollständigen Trocknung der Objektträger wurden diese unter das Nikon Mikroskop und die 
NanoElectricBeam-Laser-Plattform (AG Prof. Dr. A A. Robitzki; 
Lasermmikrodissektionsanlage, Biotechnologisch-Biomedizinisches Zentrum (BBZ), Universität 
Leipzig) verbracht und mit dem 20x Objektiv durch mikroskopiert. Die Bereiche der Ganglien 
des Plexus myentericus wurden mit der motorisierten, hochpräzisen Einheit zur 
Laserpositionierung in den Fokus gerückt, mit der Software (Twut 2010) gekennzeichnet und mit 
den UV-Laser (337 nm) 50 Ganglien pro Patient herausgeschnitten (Abbildung 9C-E). Dabei 
wurde eine Schneideenergie von ca. 20 µJ/Puls für das 20er Objektiv verwendet. Die spezielle 
Beschichtung der Objektträger erlaubte es, die ausgewählten Ganglien zusammen mit der 
Membran direkt aus dem umliegenden Gewebe herauszukatapultieren. In unmittelbarer Nähe 
über dem Objektträger befand sich zu jeder Zeit ein eingespanntes 0,2 ml-Reaktionsgefäß, 
dessen Deckel, gefüllt mit RNA-stabilisierendem Puffer (RNAlater
®
), direkt über dem 
ausgewählten Objekt fixiert wurde (Abbildung 9B). Dieses Auffanggefäß für 
herausgeschleuderte Gewebeteile, gefüllt mit Puffer, stabilisierte so, über die gesamte Dauer des 
Laserprozesses, die RNA. Final wurde die Gesamtheit der verwendeten Reaktionsgefäße, jedes 
einzelnen Patientes, gepoolt. Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte gemäß dem vom Hersteller 
vorgeschriebenen Protokoll mittels RNeasy
®
 Plus Mico Kit. Im Folgenden wurden die Reverse 
Transkription (4.3.4) und eine qRT-PCR (4.3.5.2) angeschlossen. Die cDNA wurde 1:10 




Abbildung 9: Lasermikrodissektionsanlage 
Die Lasermikrodissektion wurde zur Isolation der Ganglien des ENS aus dem heterogen 
aufgebauten Darm genutzt. (A) Zunächst wurde, zur Orientierung im Gewebe, eine HE-Färbung 
angefertigt (4.4.2). Die Grenzschicht zwischen äußerer Längs (LM)- und innerer Ringmuskulatur 
(RM) war deutlich zu erkennen (gestrichelte Linie). Zwischen diesen Gewebeschichten befanden 
sich die Ganglien (Pfeile). Messbalken 200 µm. (B) Nachdem die Objektträger getrocknet 
waren, wurden mittels NanoElectricBeam-Laser-Platform und der entsprechenden Software die 
Ganglien (C) gekennzeichnet (gestrichelte, rote Linie), (D) mittels UV-Laser ausgeschnitten und 
schlussendlich (E) aus dem umliegenden Gewebe herauskatapultiert und im Deckel des 
Reaktionsgefäß (B) gesammelt. (C-E) Messbalken 100 µm. 
 
4.7 Microarrayanalyse 
Die isolierten RNA-Proben (4.3.1) wurden einer Qualitätskontrolle unterzogen (4.3.3) und 
jeweils 100 ng RNA durch die Core Unit DNA-Technologien von Dr. Knut Krohn 
(Interdisziplinäres Zentrum für Klinische Forschung (IZKF), Universität Leipzig) auf einen 
Gesamt-Genom-Transkriptions-Chip hybridisiert. Für die Analysen wurde ein HumanHT-12 v4 
Bea laut Herstellerprotokoll verwendet und so konnten von drei Patienten (Tabelle 6) jeweils 
drei verschiedene Bedingungen analysiert werden (Proliferation, Differenzierung ohne Faktoren, 
Differenzierung mit BMP2 und FSK). Die insgesamt neun Proben wurden auf demselben 
BeadChip analysiert, um eventuelle technisch-bedingte Variationen (batch-Effekte) 
auszuschließen. In Zusammenarbeit mit den Kollegen Dr. Holger Kirsten und Dr. Peter Ahnert 
(IMISE, Universität Leipzig) wurden die Daten bioinformatisch ausgewertet. Die Rohdaten aller 
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47323 probes wurden mittels Illumina BeadStudio extrahiert und weiterhin mittels R 2.13.1 über 
lumi 2.4.0 prozessiert. Alle Expressionslevel wurden quantilennormalisiert und logarithmisch 
transformiert. Transkripte, welche in mehr als zwei der neun Proben über dem Illumina-
Schwellenwert (internal cut-off von P ≤ 0,01) lagen, wurden als exprimiert angesehen und 
berücksichtigt. Weiterhin mussten sich die Gene mit der entsprechenden Entrez.gene ID (Gen-
Identifikationsnummer) annotieren lassen. Um im Folgenden nur die am stärksten variierten 
Transkripte zu betrachten wurde ein Varianz-Filter mit standardisierten Eigenschaften (median 
cut-off) etabliert. Gene mit multiplen Transkripten wurden auf das Trasnkript mit der höchsten 
Varianz selektiert. Die differenzielle Genexpressionsanalyse wurde mit limma 3.8.3 angefertigt 
und ein mixed linear model, unter Berücksichtigung der Identität der Proben angewendet. Die 
differenziell exprimierten Gene wurden auf eine Gruppe mit einer Mindestverfielfachung (cut-off 
fold change) von 1,5 und nominalen P-Werten kleiner oder gleich 0,05 normiert. Für die 
funktionellen Annotationen wurde DAVID (Datenbank für Annotationen, Visualisierung und 
integrierte Suche: http://david.abcc.ncifcrf.gov/) angewendet. In diesem Rahmen wurden 
Anreicherungen im Sinne des hypergeometrischen Tests durchgeführt und alle in der limma-
Analyse identifizierten Gene wurden als Hintergrund verwendet. 
 
4.8 Life Imaging- Analyse 
Für eine Wiedergabe des Verhaltens von Zellen in Echtzeit in der Kulturschale wurden sog. time 
lapse- oder live-cell imaging-Aufnahmen durchgeführt. Dafür wurde an das vorhandene inverse 
Nikon Mikroskop eine life-imaging-Apparatur gekoppelt. Somit war es möglich, über die Zeit 
von drei bis vier Tagen einen gewählten Ausschnitt der Kulturschale mit einem 10x Objektiv in 
Echtzeit zu studieren. Die Zellmigration, -aggregation und -teilung konnte in einzelnen Bildern 
nachvollzogen werden. Hierfür wurden alle 10 min. über den gesamten Zeitraum Aufnahmen 
von dem entsprechenden Bildausschnitt erstellt, welche im Folgenden auch als Filmsequenz 
dargestellt werden konnten. Vergleichende Studien von enterischen, neuralen Progenitorzellen 
aus dem humanen Darm waren dadurch möglich. In der vorliegenden Arbeit wurde das 
Verhalten der Zellen unter der Zugabe verschiedener Wachstumsfaktoren (4.2.3.2) gegenüber 
Kontrollbedingungen evaluiert.  
 
4.9 In vivo Transplantationsstudie und Operations-Techniken 
Nach Narkotisierung der Nacktmäuse mittels Isofluranbegasung (1-2%, Isofluran CP in O2) 
wurde der obere rechte Bauchraum der Mäuse eröffnet und das Caecum exponiert (Abbildung 
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10A-C). In einem Zentimeter Entfernung vom Caecum wurde dann das Colon für 20 min. mit 
0,05 oder 0,01-%iger Benzalkoniumchloridlösung (BAC, Bereich zwischen den Pfeilen in C) 
rundherum inkubiert. Dafür wurden sterile Mullbinden in der Lösung getränkt und um den 
Darmabschnitt herumgewickelt. Weitere freiliegende Bereiche des Darms wurden während der 
gesamten Inkubationszeit mit Natriumchlorid-Lösung (NaCl) befeuchtet, um das Austrocknen 
des Darms zu verhindern (Abbildung 10D). Nach der Inkubation wurde der behandelte Bereich 
gründlich mit NaCl-Lösung gespült und im Folgenden eine Fibrin-Matrix aufgebracht 
(Abbildung 10E-F). Bei der Zelltransplantation wurden die Zellen (durchschnittlich 90000 
Zellen aus Neurosphärenkulturen, 4.2.1) im Fibrinogen aufgenommen. Die beiden Bestandteile 
Fibrinogen und Thrombin wurden parallel aufpipettiert und gelierten nach wenigen Sekunden. 
Danach wurde der Darm wieder in den Bauchraum verbracht, ein bis zwei Tropfen 
Gentamzinlösung (1:10 in NaCl-Lösung) hinein getropft und die Muskel- und Hautschicht 
jeweils vernäht (Abbildung 10G). 
 
Abbildung 10: Operations-Methode 
(A) Nach der Narkose durch Isofluranbegasung wurde den Mäusen (B) der obere Bauchraum 
eröffnet, (C) das Caecum exponiert und der gewünschte Abschnitt (zwischen den Pfeilen) (D) 
mit Benzalkoniumchlorid behandelt. Nach 20-minütiger Inkubation wurde (E) mit NaCl gespült 
und (F) eine Fibrin-Matrix mit oder ohne Zellen aufgebracht. Nachdem diese Matrix geliert war, 
wurde (G) der Bauchraum verschlossen und die Mäuse konnten unter Beobachtung aus der 
Narkose erwachen. 
 
Präventiv und unterstützend wurde den Tieren vor dem Aufwachen 0,005 ml Retacillin pro 25 g 
Lebendgewicht intramuskulär gespritzt. Die Schmerztherapie und die Infektionsvermeidung 
erfolgte bei allen Tieren nach der OP 3 Tage durchgehend über 1,5 ml Baytril, 2 ml Metamizol 
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und 4 ml Glucose pro Liter Trinkwasser. Nach vierwöchiger Überlebenszeit der Tiere wurden 
die Darmpräparate der drei Gruppen von Tieren: Mäuse mit OP ohne Zellen, Mäuse mit OP und 
Zellen und Kontrolltiere ohne OP im Organbad einer isometrischen Kraftmessung unterzogen. 
 
4.10 Organbaduntersuchungen 
Die isometrischen Kraftänderungen bei Reizung des Colons mittels Acetylcholin (ACh) und 
Elektrischer Feldstimulation (EFS) wurde durch die funktionelle Analyse im Organbad (OB) 
analysiert. Durchgeführt wurden die Experimente bei der AG Nieber im Institut für Pharmazie 
an der Universität Leipzig. 
 
4.10.1 Apparatur 
Die Apparatur der Firma TSE bestand aus dem Organbad selbst (Abbildung 11A-C) und wurde 
ergänzt von einem Vorratsgefäß für die physiologische Lösung (Krebslösung,9.3), einem 
Wasserbad zum Temperieren der Lösung, einem Auffangbehälter für die verbrauchte Lösung 
und der Carbogenbegasung (95% O2 und 5% CO2) zum Equilibrieren des Puffers (Copel, Osorio 
et al. 2009). Die Methode der EFS erforderte weiterhin einen Aufsatz zur Erzeugung des 
elektrischen Feldes (Abbildung 11B&). 
 
Abbildung 11: Organbad-Apparatur und Elektrische Feldstimulation 
Die Apparatur des Organbades erlaubte es, eingespannte Darmabschnitte gemäß ihrer 
isometrischen Kraftänderungen zu untersuchen. (A) Die Apparatur von TSE ermöglichte es vier 
parallele Abschnitte zu untersuchen, in denen mittels des Transducers ($) sichtbar gemachte 
isometrische Kraftänderungen analysiert wurden. (B) Ein einzelnes Organbad mit dem Aufbau 
der Elektrischen Feldstimulation (&). Weiterhin wurden der Zulauf der physiologischen Lösung 
(#), der Ablauf der gebrauchten Lösung (*) und der Begasungszulauf (§) für Carbogen 
visualisiert. Der umrahmte Abschnitt ist in (C) vergrößert dargestellt und zeigt den 





Zur Visualisierung und Verarbeitung der Daten des Transducers benötigte man weiterhin einen 
Computer mit den Programmen Bmon und Amon (9.11). 
 
4.10.2 Etablierung der Methode 
Da die funktionelle Analyse der isometrischen Kraftmessungen un der EFS nur für Ratten 
etabliert war, wurde für die verwendeten Nacktmäuse die komplette Methode neu angepasst. Für 
die jeweiligen Organbäder wurden zwei Elektroden (Kathode und Anode, Abbildung 11B-C) 
verwendet und genau parallel zu den Darmpräparaten in unmittelbarer Nähe der Därme im 
Organbad platziert (Abbildung 11C,  und ). Die Parameterauswahl (Abbildung 12) wurde teils 
aus Kooperationen und teils aus Publikationen (Anitha, Joseph et al. 2008) heraus angeregt.  
 
Abbildung 12: Zeitdiagramm der EFS und ermittelte Parameter 
Die gewählten Parameter wurden zunächst einzeln (bis auf Einschaltintervall) in größeren 
Bereichen verändert und ausgetestet bevor das finale Set up für: Pulsbreite, Stimulatorstrom, 
Einschaltzeit, Einschaltintervall und Frequenz eingerichtet werden konnte. (nach TSE, 
modifiziert) 
*(Anitha, Joseph et al. 2008) 
 
Die Kontrolle der gewählten Parameter erfolgte während der Etablierung mittels Applikation 
einer 10
-5
 M TTX-Lösung. Eine rein neuronal-vermittelten Kontraktion des Darms ließ sich, wie 
im skizzierten Verlauf zu sehen (Abbildung 13), zum Großteil mittels Tetrodotoxin inhibieren. 




Die 25-32 g schweren Nacktmäuse wurden mittels CO2-Begasung narkotisiert und unmittelbar 
danach durch zervikale Dislokation gemäß den tierschutzrechtlichen Bestimmungen getötet. 
Nach der Eröffnung des Bauchraums wurde der betreffende Darmabschnitt direkt in 
physiologische Krebslösung verbracht. Eventuelle Kotreste wurden entfernt und die 
Darmabschnitte mit einem Zwirnfaden, ohne das gesamte Darmlumen einzuknoten, in das 
Organbad eingespannt und mit dem Transducer gekoppelt. Die Darmpräparate wurden auf 0,2 g 
(20 mN) vorgespannt, um eine optimale Equilibrierung zu erreichen und im Folgenden eine 
standardisierte Messung zu ermöglichen. Alle registrierten Kontraktionen wurden mittels dieses 
Steuerelements in die Software übertragen und analysiert. Während des gesamten 
Versuchsablaufes wurde kontinuierlich nach jeder induzierten Kontraktionen mit 37°C warmer 
physiologischer Krebslösung dreimal gespült, somit der Darm am Leben erhalten und eventuelle 
Rückstände vermieden. 
Jedes Versuchsdrittel (Abbildung 13) beschreibt einen 30-minütigen Zeitverlauf, welcher durch 
jeweils zwei begrenzenden Kontrollkontraktionen (1 µM ACh) und dazwischenliegendem EFS, 
in je 10-minütiger Unterbrechung, gekennzeichnet ist. Das erste Drittel diente der Equilibrierung 
der Organe. Das zweite Drittel wurde benutzt, mittels TTX-Applikation, die Parameter zu 
überprüfen, während der letzte Abschnitt der Einzige war, der für die Auswertung analysiert 
wurde. Die Ergebnisse stützen sich also ausschließlich auf das letzte Drittel der Versuchsabläufe. 
Errechnet wurde die mittlere prozentuale Auslenkung der erreichten Kontraktion durch EFS 
gegenüber der mittleren Auslenkung der errechneten Kontrollkontraktionen durch ACh, welche 
100% darstellt. Die Grundlage zur Errechnung der mittleren Kontrollkontraktion bildete eine 
fiktive Linie zwischen den außenständigen tatsächlichen Kontrollkontraktionen. Die errechneten 
Punkte bildeten dann den fiktiven 100%-Kontraktions-Wert. In jeder der drei Gruppen: Mäuse 
mit OP ohne Zellen, Mäuse mit OP und Zellen und Kontrolltieren, wurden mindestens 6 Tiere 
analysiert. Tiere, welche in dem gesamten Experiment keine stärkere Auslenkung als 1 g 




Abbildung 13: Schematischer Verlauf der funktionellen Analyse 
Nach der Equilibrierung der Maus-Därme begann das erste Drittel der Messung, bei 50 min., mit 
der Equilibrierung der Elektrischen Feldstimulation (EFS). Der folgende Abschnitt diente der 
Kontrolle der Parameter und der Darstellung, dass mittels Tetrodotoxin eine ausreichende 
Hemmung der neuronal vermittelten Kontraktion im EFS, erreicht werden konnte (deutliche 
Hemmung der inhibitorischen aber auch der exzitatorischen Komponente bei 100 min.). Das 
letzte Drittel diente allein der Auswertung der Kontraktion vermittelt durch EFS im Vergleich 
zur Acetylcholin- (ACh) vermittelten Kontraktion. Im Letzten Drittel stellten die Sterne die 
errechneten Bezugspunkte (Mittlere Kontraktion von ACh) für den Vergleich der tatsächlichen 















4.11 Auswertung und Statistik 
Die visuelle Auswertung und das Auszählen von Zellen erfolgten mit Image J. Die spätere 
statistische Auswetung erfolgte mit Sigma Plot 11,0 oder Analyse-it for Microsoft Excel Version 
2.20. Dargestellt werden jeweils in Säulendiagrammen Mittelwerte ± Standardabweichungen 
während die Box-Plot-Darstellungen jeweils Skeletal Box Blots mit den entsprechenden 
Medianen und teilweise als Dot Plots visualisiert werden. (9.11)  
Werte, welche so groß waren, dass sie den Mittelwert der Gruppe um mehr als die zweifache 
Standardabweichungen überschritten, wurden als Ausreißer bezeichnet und von der Darstellung 
innerhalb von Boxplots ausgeschlossen. 
Auf Grund numerischer Limitationen von Patientenproben oder Tieren innerhalb der Versuche 
und somit kleiner n-Zahlen wurden statistische Signifikanzen mittels Mann-Whitney Rank Sum-
Test evaluiert. P-Werte ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet und durch „*“ 
dargestellt. Wahrscheinlichkeiten zwischen 0,05 und 0,15 gegenüber den Kontrollen wurden als 




5.1 Einfluss neuraler Differenzierungsfaktoren auf enterische, neurale Progenitorzellen des 
humanen Darms 
Eine Reihe von molekularen Faktoren, welche für die Entwicklung des ENS von zentraler 
Bedeutung sind, wurden in den vergangenen Jahren bereits identifiziert (Laranjeira and Pachnis 
2009; Gershon 2010). Die Mehrzahl der Ergebnisse stammt jedoch aus tierexperimentellen und 
nicht aus humanen Studien. Seit einigen Jahren werden standardmäßig sowohl fetale als auch 
postnatale neurale, enterische Progenitorzellen aus dem humanen Darm isoliert und expandiert 
(Metzger 2010). Da fetale Zellen sich erfolgreich propagieren lassen, dienten sie in der 
vorliegenden initialen in vitro Studie als Untersuchungsgrundlage.  Die zellulären Effekte von 
bekannten Differenzierungsfaktoren, wie GDNF, NT3 und BMP2 auf das humane ENS wurden 
in vitro betrachtet und nachfolgend dargestellt. Die Proben von verschiedenen fetalen Geweben 
werden nachfolgend als Populationen bezeichnet. 
 
5.1.1 Charakterisierung fetaler, humaner Progenitorzellen 
Vor Beginn der Stimulationsexperimente erfolgte eine allgemeine Charakterisierung des 
Wachstumsverhaltens der fetalen, enterischen Progenitorzellen während der in vitro-Expansion. 
Die vierte Passage, in welcher letztendlich alle Experimente vollzogen wurden, wurde als stabile 
exponentielle Wachstumsphase in allen getesteten Zellpopulationen identifiziert. Dies konnte 
mittels Aufnahme einer Wachstumskurve und somit der Generationszeit g, bestimmt werden. Ein 
stabiles exponentielles Zellwachstum lag insgesamt stets zwischen den Passagen 3 und 5. 
Repräsentativ für die zwei durchgeführte Experimente stellt eine Wachstumskurve die 
Gesamtzellmenge im Zeitverlauf dar (Abbildung 14A). Die Generationszeit lag bei 4,3 Tagen 
und zeigte die hohe Proliferationsfähigkeit zwischen den Passagen 3 und 5 auf.  
Weiterhin wurde eine Überprüfung der notwendigen Rezeptoren für die verschiedenen 
molekularen Signalwege von GDNF, NT3 und BMP2 angeschlossen. Um die Ansprechbarkeit 
auf die benötigten Faktoren zu gewährleisten wurden, mittels RT-PCR, die verschiedenen 
Rezeptorfamilien evaluiert. GDNF-, NT3- und BMP2-Rezeptoren einschließlich ihrer Ko-
Rezeptoren wurden bei jeweils 5 verschiedenen Patienten untersucht und konnten, wie in 




Abbildung 14: Charakterisierung der fetalen, humanen Zellen 
(A) Repräsentative fetale Wachstumskurve zeigt das gesamte Zellvorkommen im Zeitverlauf. 
Passage 4 liegt genau innerhalb des exponentiellen Wachstums und wurde daher als 
Ausgangspassage für die Experimente gewählt. (B) RT-PCR-Analyse der Rezeptorfamilien der 
verschiedenen Wachstumsfaktoren. BMPIa, Ib und II werden für die Erkennung des 
knochenmodifizierenden Proteins 2 (BMP2) benötigt. Gfr1, -2 und der Tyrosinkinase 
Rezeptor Ret (Ret) erkennen den Gliazellen abstammenden neurotrophen Faktor (GDNF) und 
die Rezeptoren TrkA, B und C dienen der Aktivierung des Neurothrophin 3- (NT3) Signalwegs. 
 
 Auswirkungen der Wachstumsfaktorenzugabe auf Neurogenese und Gliogenese der 
fetalen, humanen Progenitorzellen
Um herauszustellen welchen Effekt die beschriebenen Wachstumsfaktoren auf die neurale 
Zelldetermination hatten, wurden die in vitro Kulturen nach sieben-tägiger Differenzierung auf 
den Gehalt an neuronalen und glialen Zellen untersucht. Dafür wurden die Kulturen 
immunzytochemisch (4.4.5) gegen Neurone (-Tubulin III, n = 5) und Gliazellen (S100n = 3) 
gefärbt und durch Auszählung quantifiziert (Abbildung 15). Effekte von Forskolin wurden 
jeweils nur in Verbindung mit BMP2 untersucht, hingegen BMP2 teilweise auch ohne FSK 
appliziert wurde. Die Einzelzugabe beider Faktoren wurde auf Basis von bekannten Studien, 
nicht evaluiert. Eine Verbesserung der Differenzierung durch die Zugabe einzelner 
Wachstumsfaktoren blieb ohne Effekt in der Ausprägung neuronaler und glialer Zellen (Daten 
nicht gezeigt). Ähnliche Ergebnisse wurden in Experimenten beobachtet, bei denen zwei 
Faktoren, wie GDNF/NT3 oder GDNF/BMP2 getestet wurden (Daten nicht gezeigt). Erst der 
Zusatz von BMP2 und FSK zu den Kulturbedingungen zeigte eine signifikante Erhöhung (P ≤ 
0,05) der Anzahl neuronaler, -Tubulin III-positiver Zellen mit einem Anteil von 11,6% ± 4,1% 
verglichen mit den Kontrollbedingungen, ohne Faktoren 2,1%  ± 1,6%. Die Zugabe weiterer 
Faktoren zusätzlich zu BMP2/FSK, wie GDNF (17,2% ± 17,1%) oder NT3 (12,8% ± 14%) 
offenbarte keine zusätzlichen Effekte für die Neurogenese. Auch diese Ergebnisse sind 
gegenüber den Kontrollbedingungen statistisch signifikant. Das Fehlen der FSK-Komponente im 
Zusammenspiel BMP2/FSK zeigte deutlich den synergistischen Effekt beider Faktoren und 
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senkte den Anteil der neuronalen Zellen dramatisch auf 1,4% ± 1,1% der gesamten Zellen 
(Daten nicht gezeigt).  
Die gliale Zelldifferenzierung konnte in ähnlicher Weise beschrieben werden, wie die neuronale 
Zelldifferenzierung, zeigte jedoch auf Grund der geringeren Anzahl Versuche (n = 3) nur 
Tendenzen auf (P ≤ 0,1, Abbildung 15). Der größte Anteil glialer Zellen konnte durch die 
Zugabe von BMP2/FSK/NT3, mit 14,2% ± 7,9%, im Vergleich zur Kontrollbedingung (1,0% ± 
0,9%), erreicht werden. Durch die zusätzliche Gabe von GDNF zu BMP2/FSK wurde der Anteil 
glialer Zellen nicht stärker erhöht (14,0 ± 8,2%) als durch NT3. Betrachtete man jedoch beide 
Faktorenzusammensetzungen (BMP2/FSK/NT3, BMP2/FSK/GDNF) im Vergleich zur 
Bedingung BMP2/FSK (12,9 ± 6,6%), ließ sich statistisch keine Verbesserung aufzeigen.  
 
Abbildung 15: Differenzierung fetaler, humaner Zellen mit Zugabe von BMP2/FSK 
Signifikante Erhöhungen (*P ≤ 0,05 im Vergleich zur Kontrolle) in der Anzahl neuronaler Zellen 
(-Tubulin III) konnten in allen BMP2- und Forskolin-haltigen (BMP2/FSK) Medien aufgezeigt 
werden. Die gliale Differenzierung ließ sich in einer ähnlichen Weise durch BMP2/FSK steigern 
(#P ≤ 0,1 im Vergleich zur Kontrolle). 
 
Da sich der differenzierungsstimulierende Effekt der Faktoren BMP2 und FSK weder für 
Neurone noch für Gliazellen durch weitere Faktoren verbessern ließ, werden im Folgenden nur 
die immunzytochemischen Färbungen zu diesen Faktoren visualisiert (Abbildung 16). Weiterhin 
wurde die Abbildung, über die Darstellung der Muskelzellen mittels Aktinfärbung (SMA) 
ergänzt. Vergleichend wurden Phasenkontrast- und Fluoreszenzbilder gegenübergestellt und 
bestätigten in B die Ausbildung und den Erhalt der charakteristischen Morphologien durch 
BMP2/FSK (Pfeilspitze). Die signifikant erhöhte Anzahl neuronaler Zellen und das Ausbilden 
ganglienähnlicher Bündelstrukturen wurden über beta-Tubulin III nachgewiesen und in C und D 
vergleichend dargestellt. Abbildung E-F zeigt die Anzahl glialer Zellen mittels S100-Färbung 
und beweist die Stimulation der Gliogenese durch BMP/FSK. Das Ausdifferenzieren von 
Muskelzellen war in der immunzytochemischen Analyse leicht, aber nicht signifikant, durch die 
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Zugabe der Faktoren erhöht, was sich auch in G und H wiederspiegelt. Eine generell erhöhte 
Zellzahl in den ausgewerteten Blickfeldern der Kontrollen ohne Wachstumsfaktorenzugabe mit 
2894,5 ± 1077,6 Zellen im Vergleich zu den  BMP2/FSK-stimulierten Kulturen mit 1242,3 ± 
844 Zellen (P = 0,114) wäre also wahrscheinlich über weitere nicht-neurale Zellpopulationen, 
wie z.B. Myofibroblasten, zu erklären. 
 
Abbildung 16: Phasenkontrast- und Immunfluoreszenz-Aufnahmen differenzierter, fetaler, 
enterischer Zellen 
BMP2 und FSK erhöhten Neurogenese und Gliogenese nach sieben-tägiger Differenzierung. (A-
B) Eine verstärkte Ausbildung der charakteristischen Zellmorphologie mit kompakterem 
Erscheinungsbild und neuriten-ähnlichen Zellfortsätzen war durch Zugabe von BMP2/FSK zu 
beobachten (Pfeilspitze). (C-D) Die signifikant verstärkte Neurogenese und die Ausbildung 
ganglien-ähnlicher Bündelstrukturen konnte durch Faktorenzugabe erzeugt werden (Pfeilspitze). 
(E-F) Eine erhöhte Gliogenese wurde mittels S100 nachgewiesen (Pfeilspitzen). (G-H) Eine 
leicht erhöhte Differenzierung muskulärer/myofibroblastärer Zellen wurde mittels Muskelaktin 
(SMA) dargestellt. C-H zeigen DAPI markierte Zellkerne (blau). (A-H) Messbalken 100 µm. 
 
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden, von der geeignetsten Kultivierungsbedingung 
bezüglich neuraler Differenzierung (BMP2/FSK), quantitative Genexpressionsanalysen über 
qRT-PCR angefertigt. Für drei unterschiedliche, fetale Populationen wurde dafür ein 
charakteristisches Panel an ENS-typischen Markergenen ausgewählt und eine vergleichende 
Darstellung gegenüber den Kontrollbedingungen angefertigt (Abbildung 17A-D). Die statistisch 
auswertbaren Effekte wurden für den pan-neuronalen Marker Rezeptor Tyrosin Kinase Rezeptor 
Ret (Ret) und die neuronalen Subpopulationen Tyrosin Hydroxylase (TH), Neuropeptid Y 
(NPY), Substanz P (SP), Somatostatin (Som) und Tryptophan Hydroxylase 2 (TPH2) genauso 
dargestellt, wie für den glialen Marker S100 und den Marker für glatte Muskulatur 
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Tropomyosin (TPM). Die differentielle Genexpression für Ret, Som, TPH2, S100 und TPM 
zeigen mit einer Wahrscheinlichkeit von P ≤ 0,1 im Vergleich zur Kontrolle eine tendenzielle 
Hochregulation und bestätigen die Ergebnisse der immunzytochemischen Auszählung. Einen 
tabellarischen Überblick über die untersuchten Gene in den drei verschiedenen experimentellen 
Ansätzen und ihren Expressionsmustern ist zudem in B gezeigt. Die Integrität der verwendeten 
Primerpaare wird in C-D durch eine on chip Gelelektrophorese (4.3.6.2) und die Darstellung der 
charakteristischen Banden bestätigt. Auch die z.T. nicht oder unzureichend exprimierten Gene, 
wie Cholinaceyltransferase (ChAT), Stickstoffmonoxyd Synthase (NOS), Glutamat 
Decarboxylase 2 (GAD65), Substanz P (SP) und vasointestinales Peptid (VIP) zeigten eine 
einwandfreie Primerintegrität (Abbildung 17D). 
 
Abbildung 17: Genexpressionanalyse differenzierter, fetaler, enterischer Zellen mit BMP/FSK-
Zusatz 
(A) Darstellung der quantitativen PCR-Analyse drei verschiedener Populationen unter 
BMP2/FSK-Kultivierungsbedingungen im Vergleich zur Kontrolle ohne Faktorenzugabe. Die 
Erhöhungen der Rezeptor Tyrosin Kinase Ret (Ret) und der neuronalen Subpopulationen 
Somatostatin (Som) und Tryptophan Hydroxylase 2 (TPH2) zeigen eine Tendenz mit #P ≤ 0,1, 
ebenso der gliale Marker S100 und der Muskelmarker Tropomyosin (TPM). (B) Die Anzahl 
der Patienten (n = 3) in denen die jeweiligen verschiedenen Gene exprimiert wurden, sind in der 
Übersichtstabelle dargestellt und zeigten auch Gene mit unzureichender oder fehlender 
Expression auf (Substanz P (SP), Cholinaceyltransferase (ChAT), Stickstoffmonoxyd Synthase 
(NOS), Glutamat Decarboxylase 2 (GAD65) und vasointestinale Peptid (VIP). (C-D) Die 
Bestätigung der Primerintegrität erfolgte mittels on chip Gelelektrophorese und wurde durch 




5.1.3 Zeitabhängige morphologische Analyse der fetalen, humanen Zellen 
Neurale Zellen weisen innerhalb der Kultivierungsphasen, wie zuvor beschrieben, 
charakteristische Morphologien mit kompakten Zellkörpern und neuriten-ähnlichen Fortsätzen 
auf. Die sog. live cell imaging-Technologie wurde angewendet, um die verstärkte Ausbildung 
charakteristischer, neuraler Morphologien in den Kulturen mit dem Wachstumsfaktorzusatz von 
BMP2/FSK, entlang der Zeitachse zusätzlich im Verlauf zu dokumentieren (Abbildung 18). 
Obwohl die Kontrollkultur zu Beginn der Analyse (A) eine charakteristischere neurale 
Ausgangserscheinung besaß als die Kultur mit Faktorenzusatz (Abbildung 18E), konnte diese 
Ausprägung nicht bis zum Ende des Versuches nach 48h aufrecht erhalten werden (D) und die 
Zellen platteten ab. Im Verlauf der Kultivierung waren bei einzelnen Zellen (Pfeilspitzen, A-D) 
das Ausbilden einer eher myofibroblastären, flacheren Morphologie zu erkennen. Hingegen 
bildeten die Zellen der Vergleichskultur, mit BMP2/FSK, im Laufe des Experiments eine 
charakteristische neurale Morphologie aus, die bis zum Ende erhalten blieb (Pfeilspitzen in E-H). 
 
Abbildung 18: Live imaging Analyse der fetalen humanen Zellen über 48h in vitro  
Bone morphogenic protein (BMP2) und Forskolin (FSK) trugen während der Differenzierung 
dazu bei, die charakteristische Morphologie der neuralen Zellen, mit kompakten Zellkörpern und 
kleineren Fortsätzen, auszubilden und zu erhalten. (A-D) 48-stündiger Verlauf der Kultur unter 
Kontrollbedingungen mit deutlicher Ausbildung myofibroblastärer, abgeflachter Morphologien 
(Pfeilspitzen). (E-H) Vergleichskultur mit Zusatz von BMP2/FSK zeigte die Ausprägung und 




5.1.4 Differentielle Transkriptionsanalyse BMP2/FSK-stimulierter fetaler, humaner, 
enterischer Zellen mittels Microarray-Technologie 
Die Wachstumsfaktoren BMP2 und FSK stellten potente differenzierungsstimulierende 
Substanzen dar und wurden anschließend mittels einer Microarray-Analyse genauer betrachtet. 
Eine übersichtliche Darstellung der Wachstumsfaktorenexperimente und ihres 
Ausgangsmaterials erlaubte eine vergleichende Hauptkomponentenanalyse aller in die Statistik 
der differentiellen Genexpression eingegangenen Expressionswerte. Die explorative 
Datenanalyse (Abbildung 19) berücksichtigte alle inkludierten Gene der Datenanalyse (6317 
Gene mit einer Standardabweichung Mittelwert > 0,1). Durch die Dimension 1 wurden im 
Vergleich zur Dimension 2 die größeren Unterschiede repräsentiert. Das Expressionsprofile für 
die Patientenproben 51-10 waren ähnlich hingegen die Probe 47-11 die deutlichsten 
Veränderungen sowohl mit als auch ohne Faktorenzugabe aufgezeige. Die Population 1-11 
reagierte mit und ohne Faktoren nahezu identisch. Die Population 51-10 zeigte innerhalb der 
Populationen vergleichsweise ein deutliches, insgesamt aber ein geringes Ansprechen auf die 
Faktorenzugabe. 
 
Abbildung 19: Hauptkomponentenanalyse zur explorativen Datenanalyse der 
Genexpressionsprofile (6317 Gene) der untersuchten Proben 
Die Heterogenität der Proben wurde sowohl für die Ausgangszellen in der Proliferation (Passage 
3) als auch für die Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktorenzugabe (BMP2/FSK) in der 
Differenzierung deutlich. Die vergleichende Darstellung zeigt auf, dass die Population 51-10 
kaum auf die Faktoren ansprachen, während die Population 47-10 die stärkste veränderte 
Expression von Genen unter dem Einfluss von BMP2/FSK aufzeigte. 
 
Mit der Microarray-Analyse gelang es, 154 Gene (4.7) herauszuarbeiten, welche durch die 
Zugabe von BMP2/FSK gegenüber den Kontrollbedingungen ohne Faktoren nominell 
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differenziell exprimiert waren. Diese Gruppe beinhaltete alle Gene, die eine über 1,5-fache 
Veränderung mit einem nominell signifikanten P-Wert Wahrscheinlichkeit (P ≤ 0,05) zeigten. 
Die differentielle Genanalyse der Proben in der Proliferation blieb in der vorliegenden Studie 
unberücksichtigt.  
Um die differentiell regulierten Gene der BMP2/FSK-stimulierten Gruppe näher zu beschreiben, 
wurden die 10 Top-gene ontology (GO)-Kategorien mit den Untergruppen BP_FAT und BP_CC, 
welche die am stärksten regulierten Gene enthielten, visualisiert (Abbildung 20). Zum einen 
wurde der prozentuale Anteil der einzelnen regulierten Gene verschiedenen Annotationen 
zugeordnet, wobei der gesamte Prozentsatz größer als 100% sein konnte, wenn einzelne Gene 
mehreren, verschiedenen Annotationen angehörten. Weiterhin wurden die einzelnen 
Annotationen in herauf- (schwarze Balken) und herunter regulierte (graue Balken) Gene 
unterteilt und auf der rechten Seite dargestellt.   
 
Abbildung 20: Gene mit verändertem Expressionslevel (n = 154) in Top 10 GO-Kategorien und 
ihren Annotationen 
Links wurden aus den Untergruppen der BP_FAT und BP_CC-Gruppen alle 154 nominell 
differentiell exprimierte Gene bestimmten Annotationen zugeordnet und im Kuchendiagramm 
dargestellt. Dabei konnte die totale prozentuale Menge 100 % überschreiten, da einige Gene 
mehreren Annotationen gleichzeitig angehörten. Rechts wurde der Anteil an differentiell 
regulierten Genen weiter danach aufgespalten, wie viele Gene herauf- (schwarze Balken) und 
herunter reguliert (graue Balken) waren. Die Gruppen „Andere“ bezog sich auf den prozentualen 
Anteil Gene, welcher nicht zu Annotationen zuzuordnen waren und „Unbekannt“ waren Gene, 
welche sich zu keiner der oben genannten Annotationen zuzuordnen ließen. 
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Um die Beziehung zwischen ausgewählten einzelnen Genen und relevanten Annotationen zu 
erfassen wurde ein sog. Konzept-und-Gen Netzwerk erstellt (Abbildung 21). Die verzweigten 
Verknüpfungen aller Kategorien, aber speziell die engen Verknüpfungspunkte der GO-
Kategorien: „Neurale Aktivitäten“, „Antwort auf externe Stimuli“ und den „Zelloberflächen-
gekoppelte Signaltransduktionen“ zeigten Veränderungen der Zellphysiologie durch Zugabe von 
BMP2/FSK. Grüne und rote Kreise stellten niedrige und hohe Expressionen der entsprechenden 
Gene dar. Die gelben Kreise repräsentierten dabei die entsprechende GO-Kategorie und ihre 
Größe verhielt sich proportional zur statistischen Signifikanz der identifizierten Gene und der 
dazugehörigen korrespondierenden GO-Kategorie. Der Prozess der „Zelldifferenzierung“ 
beinhaltete 18 differentiell regulierte Gene und war somit die am stärksten veränderte GO-
Kategorie. Vier der Gene waren gleichzeitig in die Prozesse „Reaktionen auf externe Stimuli” 
involviert und Teil der 17 differentiell regulierten Gene dieser Gruppe. Das Gen: Homo sapiens 
inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein (ID3; 
mRNA_NM_002167), welches Bestandteil beider GO-Kategorien war, gehört zur Familie der 
basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren. ID1 bis ID4 gehören dieser Familie an und 
heterodimerisieren untereinander oder mit anderen basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren. 
Diese Gene verändern verschiedenste zelluläre Abläufe.  
Der Prozess der „neuronalen Aktivitäten” inkludierte 5 herauf- und drei herunterregulierte Gene. 
ATOH8 (atonal homolog 8), CAMKG1 (calcium/calmodulin-dependent protein kinase IG), 
CBLN2 (cerebellin 2 precursor), SYT17 (synaptotagmin XVII) und PENK (proenkephalin) 
zeigten sich in ihrer Expression gesenkt, während DTNA (dystrobrevin, alpha), OXTR (oxytocin 
receptor) und RRAS2 (related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2) durch Zugabe von 




Abbildung 21: Konzept-und-Gen Netzwerk 
Grüne und rote Kreise repräsentierten eine Herunter- oder Hochregulation der entsprechenden 
Gene. Gelbe Kreise stellten die bezeichnende GO-Kategorie dar und ihre Größe verhielt sich 
proportional zur statistischen Signifikanz der identifizierten Gene und ihrer korrespondierenden 
GO-Kategorie. Die verzweigten Verknüpfungen der Kategorien „Neurale Aktivitäten“, „Antwort 
auf externe Stimuli“ und den „Zelloberflächen-gekoppelte Signaltransduktion“ zeigt deutlich 
Veränderungen der Zellintegrität durch Zugabe von BMP2/FSK. 
 
5.2 Funktionelle Analyse fetaler, humaner, enterischer Zellen mittels Patch-Clamp-Technik 
und Whole-Cell-Ableitung 
Die grundsätzliche Generierung funktioneller, neuronaler Zellen, durch Differenzierung fetaler, 
humaner, neuronaler Vorläuferzellen, wurde bereits gezeigt (Metzger, Bareiss et al. 2009). Im 
Weiteren sollten nun die Anzahl der natriumkanalexprimierenden, neuronalen Zellen durch die 
Zugabe der ausgewählten Faktoren erhöht werden. Natriumkanäle sind die Grundvoraussetzung 
für das Ausprägen von Aktionspotenzialen und waren somit ein Fokus der 
elektrophysiologischen Analysen in der vorliegenden Arbeit. Neben der Zugabe von 
Wachstumsfaktoren wurde zusätzlich das Supplement B27 näher betrachtet. Dieser 
Mediumzusatz, zusammengesetzt aus definierten Komponenten, wurde generiert, um 
Serumsupplementation in neuronalen in vitro-Kulturen zu ersetzen (Bottenstein and Sato 1979; 
Romijn, van Huizen et al. 1984; Romijn 1988). Frühere Studien deuteten darauf  hin, dass dieser 
Zusatz das elektrophysiologische Potenzial neuronaler Zellen beeinflussen könnte. Um die 
Ausbeute an funktionalen Neurone zu erhöhen, wurde also der Ansatz verfolgt, ob das 
Supplement B27 einen Effekt auf die finale Anzahl an funktionellen Neuronen zeigt, welche aus 
60 Ergebnisse 
 
fetalen, humanen Progenitorzellen in vitro ausdifferenziert wurden. Da lichtmikroskopische und 
immunfluoreszenztechnische Analysen positive Effekte, von spezifischen Wachstumsfaktoren, 
auf die neuronale Differenzierung der Gesamtkultur zeigten, aber genauere Ergebnisse zum 
Zeitpunkt der Festlegung des experimentellen Designs der elektrophysiologischen 
Untersuchungen noch ausstanden, wurde hier bereits mit der Zugabe aller in der Studie 
verwendeten Wachstumsfaktoren (BMP2, FSK, GDNF, NT3) gearbeitet. Retrospektiv betrachtet 
haben alle Folgeanalysen ihre Berechtigung, da die Anwendung aller Wachstumsfaktoren 
zusammen statistisch keinerlei Unterschiede gegenüber der Verwendung von BMP2/FSK alleine 
aufwies (Abbildung 15).  
Die Vorauswahl der elektrophysiologisch analysierten Zellen erfolgte zunächst mittels 
morphologischer Selektion. Neuronen-ähnliche Zellen mit kompakter Erscheinung und kleineren 
neuriten-ähnlichen Fortsätzen wurden selektiv ausgewählt. Eine überraschende und zugleich 
erschwerende Beobachtung war jedoch, dass die Anzahl der morphologisch interessanten Zellen 
in den gesamten Kultur-Ansätzen stark begrenzt war und so letztlich auch nach der 
morphologischen Vorauswahl nur in wenigen Zellen Natriumströme nachgewiesen werden 
konnten. Eine statistisch solide Auswertung war somit nicht möglich. Insgesamt wurde eine 
ungefähr gleiche Gesamtzahl von Zellen mit und ohne B27-Zusatz gepatcht und mittels Strom-
Spannungskurve und  TTX-Applikation (1 µM), zur Blockierung von Natriumkanälen, 
charakterisiert. Nach der erfolgreichen Generierung der Whole-Cell-Konfiguration wurden bei 
insgesamt 18 Neuronen (ohne B27 13 Neurone, mit B27 5 Neurone) erfolgreich Natriumströme 
abgeleitet und ausgemessen. Ein kompletter experimenteller Ablauf gestaltete sich jedoch in 
vielen Fällen schwierig, da immer wieder Zellen schlecht geklemmt waren und somit die Whole-
Cell-Konfiguration verloren ging. 
Der in vitro Vergleich zwischen Kulturen mit und ohne B27-Applikation zeigte ein vermehrtes 
Auftreten voll ausdifferenzierter, funktioneller Neurone ohne Zugabe des Supplements. 
Prinzipiell kann auf Grund einer fehlenden robusten Statistik keine quantitative Aussage zur 
absoluten Anzahl in Richtung neuronal differenzierter Zellen getroffen werden. Insgesamt 
wurden aber  in drei Experimenten (n = 3), basierend auf zwei verschiedenen humanen, fetalen 
Zellpräparationen in der Kultur ohne B27 55 Zellen und in der Vergleichskultur 59 Zellen 
untersucht. Die Kultur ohne B27 zeigte in 13 Fällen und die Vergleichskultur nur in 5 Fällen das 
Vorhandensein von Einwärtsströmen, was sich in Prozent als 23,6% zu 8,5% ausdrückt. Die 
Stromstärke war jedoch unabhängig von der Zugabe des Supplements gleich (-2,3 nA (-B27) und 




Abbildung 22: Natriumkanaldichte und Natriumkanalstärke gepatchter Zellen 
Die Ergebnisse der gepatchten Zellen resultieren aus drei verschiedenen experimentellen 
Ansätzen, welche aus zwei unterschiedlichen humanen, fetalen Präparationen generiert wurden. 
(A) Die Gesamtzahl der elektrophysiologisch abgeleiteten Zellen mit  Natriumströmen zwischen 
-1 bis -8 nA, betrug 13 von 55 (ohne B27) im Vergleich zu 5 von 59 Zellen (mit B27). (B) 
Prozentual wiesen ohne B27 23,6% und mit B27 8,5% aller untersuchten Zellen Natriumströme 
auf. Die Stromstärke war mit -2,3 nA (-B27) und -1,9 nA (+B27) statistisch nicht zu 
unterscheiden. 
 
Unterschiedliche Morphologien und Kanalausprägungen konnten im Laufe der Analyse 
dargestellt werden (Abbildung 23A-C). Die maximale Auslenkung eines Natriumstroms, 
zusammengesetzt aus der Gesamtheit aller in einem Neuron enthaltenen spannungsgesteuerten 
Natriumkanäle, betrug -8 nA und wurde in der Zelle aus Abbildung 23C gemessen. Bei dieser 
Zelle gelang auch die Applikation von TTX und die Natriumströme ließen sich somit deutlich 
auf ca. -2 nA reduzieren (Abbildung 23D-E). Die in der Zelle enthaltenen spannungsgesteuerten 
Natriumkanäle spiegelten also eine Gesamtheit TTX-sensitiver und -insensitiver Kanäle wieder. 
Das Erreichen des Umkehrpotenzials  und somit erkennbare Auswärtsströme wurden von einem 
Kaliumionenstrom durch Kaliumkanäle getragen und ließen sich ebenfalls visualisieren. Diese 
blieben jedoch durch TTX-Applikation nahezu unbeeinträchtigt und zeigten in beiden 






Abbildung 23: Patch-Clamp Analyse in Whole-Cell Konfiguration 
Patch-Clamp Analyse in Whole-Cell-Konfiguration an morphologisch unterschiedlichen Zellen 
bei einem Haltepotenzial von -80 mV und der Effekt von TTX. (A-C) Die Unterschiedlichkeit 
der Morphologien spiegelte sich auch in unterschiedlichen Stromstärken wieder. Im Bereich von 
-1 bis -8 nA konnten Natriumströme von insgesamt 18 Zellen aufgenommen und analysiert 
werden. Messbalken 100 µm. (D-E) Die Strom-Spannungskurve der gepatchten Zelle aus (C) ist 
in (D-E) dargestellt und zeigte einen Einwärtsstrom von Natriumionen bis -8 nA, der sich mit 
TTX zum großen Teil hemmen ließ und nur noch ca. -2 nA groß war. (E) Die Strom-
Spannungskurve zeigt den deutlichen Unterschied zwischen den beiden Zuständen der Zelle mit 
und ohne TTX-Applikation. Der Auswärtsstrom (> 6 nA) wurde von Kaliumionen getragen und 
war unter dem Einfluss von TTX kaum verändert. 
 
Die Zellmarkierung mittels Lucifer-Gelb half im späteren Verlauf eventuelle Kopplungen der 
Zellen untereinander aufzudecken. Durch Inkorporation des Farbstoffs in die gepatchte Zelle 
gelang das Aufzeigen vorliegender Zell-Zellkontakte (Abbildung 24A-B). Zum einen wurden 
morphologisch glia-ähnliche Einzelzellen (Pfeilspitzen) aufgezeigt und zum anderen konnten 
damit indirekt Zellkontakte bewiesen werden. In B wurde nur die untere neuronale Zelle 
(Pfeilspitze) elektrophysiologisch ausgemessen, während sich die obere Zelle allein aus 




Abbildung 24: Zellmarkierung mittels Lucifer-Gelb während der Patch-Clamp-Analyse 
Das gelöste Lucifer-Gelb in der intrazellulären Patch-Lösung half nach der Analyse die 
gepatchten Zellen anzuzeigen. Das Lucifer-Gelb wurde mittels Immunfuoreszenz (4.4.5) 
nachträglich angefärbt und mittels Fluoreszenzaufnahme dargestellt. (A) Gefärbte Zellen 
(Pfeilspitzen), welche durch das Patchen jeder Zelle separat dargestellt werden konnte. (B) 
Gepatcht wurde nur die untere, rechte Zelle (Pfeilspitze) während die andere Zelle sich, durch 
Kopplung der Zellen untereinander, indirekt mit dem Lucifer-Gelb füllte. Zellkerne wurden 
durch DAPI markiert und in blau dargestellt. Messbalken 100 µm. 
 
Mittels elektrophysiologischer Ausmessung neuronaler Zellen gelang der generelle Nachweis 
von Natriumkanälen in den in vitro Kulturen und deren Charakterisierung mittels TTX-
Applikation. Durch das Zelltracking mittels Lucifer-Gelb gelang auch der Nachweis der 
Vernetzung der Neurone zu kleineren, interagierenden Zellverbänden 
 
5.3 Analyse der veränderten Genexpression neuraler Zellen im gealterten, humanen ENS  
Die Veränderungen des gealterten Darms lassen sich derzeit besonders gut für den Plexus 
myentericus beschreiben. Die häufigste Untersuchungsgrundlage für Veränderungen des 
gealterten Darms sind oft Nagerstudien, in denen spezifische Verluste von Nervenzellen gut 
beschrieben sind (El-Salhy, Sandstrom et al. 1999; Phillips and Powley 2001; Phillips, Kieffer et 
al. 2003; Phillips, Kieffer et al. 2004; Wade and Cowen 2004). Da für den humanen Darm nur 
vereinzelt Untersuchungen existieren, befasst sich die vorliegende altersabhängige Studie mit der 
Analyse humanen Materials. Die gezielte Isolation des Gewebes aus dem ENS, genauer nur des 
Plexus myentericus und des Muskels, wurde mittels Lasermikrodissektion (4.6) durchgeführt. 
Der Vergleich ENS-spezifischer Genexpressionsmuster und der erstmaligen kompletten Analyse 
vorhandener Natriumkanäle sollten im Zentrum der Analyse stehen. Im Anschluss sollten die 




Es wurden aus der, im Rahmen der Doktorarbeit aufgebauten, Gewebebank Patienten (Tabelle 3) 
ausgewählt. Durch Pathologen wurde sichergestellt, dass das verwendete Gewebeareal 
histologisch keine auffälligen Befunde aufwies.  
In zwei Gruppen aufgeteilt, Kinder bis einem Jahr und gealterte Patienten ab 70 Jahre, wurden 
mindestens 4 Patienten pro Gruppe mittels HE-Färbung (4.4.2) histologisch untersucht (Daten 
nicht gezeigt). Patientenproben, in denen sich kein Plexus nachweisen lies, wurden von der 
Studie ausgeschlossen. In der Gruppe der Kinder mit einem Durchschnittsalter von 8,3 Monaten 
(± 3,5 Monate) und der gealterten Patienten mit einem Durchschnittsalter von 81 Jahren (± 10,5 
Jahre) wurden Kryoschnitte (16 µm) auf PEN-Membran-beschichtete Objektträger aufgebracht, 
der Plexusbereich mittels kurzer HE-Färbung markiert und per Lasermikrodissektionsmethode 
herauskatapultiert. Im Folgenden konnte mittels RNeasy
®
 Plus Mico Kit die Gesamt-RNA 
isoliert werden. Die gesammelten Proben wurden zunächst einer Methodenvalidierung 
unterzogen (Abbildung 25). Dafür wurden für den selektierten Plexus myentericus und dem 
spezifisch isolierten Muskel charakteristische Genexpressionsmuster analysiert. Die isolierte 
RNA bzw. die daraus generierte cDNA wurde auf die differentielle Expression des 
Muskelmarkers Tropomyosin (TPM), des pan-neuronalen Markers Rezeptor Tyrosinkinase Ret 
(Ret) und des Gliazellenmarkers S100 beta (S100), mittels qRT-PCR, untersucht (4.3.5.2). Die 
auf Housekeeping-Gene (Tabelle 11) normalisierte Expression von Gesamtgewebeschnitten 
(Kontrolle) wurde immer = 1 gesetzt und die Genexpression im Plexus myentericus im Vergleich 
dazu betrachtet. Im Plexusgewebe war die Expression von Tropomyosin signifikant (37-fach) 
kleiner (0,03 ± 0,04, *P = 0,001) hingegen die Expression von neuralen Markern Ret und S100 
signifikant um das 3-fache (3,05 ± 2,11, *P = 0,007) und 4,9-fache (4,87 ± 2,36, *P = 0,038) 
erhöht (Abbildung 25). Die spezifische Isolation von jeweils nur Plexus myentericus-Gewebe 
war also gelungen. Die Prozedur für die Isolation, wurde äquivalent für den Bereich des 
Muskelgewebes durchgeführt, um die Natriumkanalausprägung in diesem Gewebetyp ebenfalls 





Abbildung 25: Methodenvalidierung für Lasermikrodissektion mittels qRT-PCR 
Genexpressionsmuster für Tropomyosin (TPM), den neuronalen Marker Ret-Rezeptor (Ret) und 
Gliazellmarker S100 beta (S100 auf  isolierter RNA bzw. der daraus generierten cDNA von 
Plexus myentericus und Muskelgewebe. Die auf die Housekeeping-Gene normalisierte 
Genexpression von Gesamtgewebeschnitten, wurde als Kontrolle immer = 1 gesetzt und die 
Expression des Plexus myentericus dazu in Bezug gesetzt. Im isolierten Gewebe des Plexus 
myentericus wurde eine signifikant geringere Expression des muskelspezifischen Gen-Markers 
Tropomyosin (TPM, *P = 0,001)) aber signifikant erhöhte Expression der neuralen Marker Ret 
(*P = 0,007) und S100 (*P = 0,020) nachgewiesen. 
 
Im Folgenden wurde mittels qRT-PCR (4.3.5.2) die veränderte Expression verschiedener Gene 
untersucht, denen wichtige Funktionen im ENS zugeschrieben werden. Eine Veränderung dieser 
Gene im Alter kann eventuell Auslöser für spezifische Pathogenesen sein. Die 
Genexpressionsmuster wurden zunächst auf die Housekeeping-Gene bezogen und dann im 
Vergleich zu den mittleren Genexpressionen der Kinder betrachtet. Vergleichend für die beiden 
Gruppen, Kinder ≤ ein Jahr und gealterte Patienten im Alter von 70 bis 95 Jahre, wurde die 
Genregulation visualisiert (Abbildung 26). Die Genexpressionsmuster der pan-neuralen Marker 
Neurotrophinrezeptor p75 (p75) und des pan-neuronalen Markers Tyrosinkinase Rezeptor Ret 
(Ret), der neuronale Subtypen Cholinacetyltransferase (ChAT), Stickstoffmonoxidsynthase 
(NOS) und Thyrosinhydroxylase (TH), sowie des glialen Marker S100 beta (S100) zeigten 
Veränderungen im Alter. Eine signifikante Herunterregulation der Genexpression konnte in der 
Gesamtpopulation der Neurone durch  p75 (0,38 ± 0,2, *P = 0,038) und Ret (0,64 ± 0,6, *P = 
0,016) gezeigt werden. Für die neuronale Subpopulation der NOS-Neurone konnte eine 
signifikante Herabregulation (0,4 ± 0,18, *P = 0,036) und in der Population der Gliazellen, 
mittels S100 eine signifikante Heraufregulation (2,0 ± 0,7,*P = 0,038) aufgezeigt werden. Der 
Subtyp der ChAT-Neurone blieb unverändert. Auf Grund der starken Streuung in der Expression 
von TH in der Gruppe der Kinder ist hier die sichtbare Reduktion statistisch nicht signifikant 




Abbildung 26: Darstellung der Genexpression, durch ∆c(T) Werte, im ENS in Kindern und 
gealterten Patienten 
Die normalisierten vergleichenden Genexpressionen für Neurotrophinrezeptor p75 (p75), 
Tyrosinkinase Rezeptor Ret (Ret), die neuronalen Subtypen Cholinaceyltransferase- (ChAT), 
Stickstoffmonoxidsynthase- (NOS), Thyrosinhydroxylase-(TH) positive Neurone, und den 
glialen Marker S100 beta (S100) zeigten Veränderungen im Alter. Signifikante Herabregulation 
in der Genexpression bei gealterten Patienten, des pan-neuralen Markers p75 (P = 0,038), des 
pan-neuronalen Markers Ret (P = 0,016) und dem Subtyp der NOS-Neurone (P = 0,036) ebenso 
wie eine signifikante Hochregulation in der Expression von S100P konnte festgestellt 
werden.  
 
Die Veränderungen, welche den Mechanismen im alternden ENS zu Grunde liegen sind 
weitgehend ungeklärt. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit auch die Prozesse der Seneszenz 
eingehender untersucht werden. Dafür wurden spezielle Gene mittels qRT-PCR untersucht, die 
im Zusammenhang mit degenerativen Prozessen stehen. Alpha-Synuclein, Caspase 3, Catalase, 
Superoxiddismutase (SOD2)  und Telomerase Reverse Transkriptase (TERT) wurden in den 
unterschiedlichen Altersklassen im Plexus myentericus untersucht und zeigten sich nicht 
signifikant differenziell exprimiert. Hingegen konnte eine 3,5-fach (± 3,3, P = 0,114) erhöhte 
Expression von SOD2 in den Kontrollschnitten (gesamte Kryo- Darmschnitte) im Vergleich der 
gealterten Patienten zu den Kindern aufgezeigt werden. Der Marker Catalase wurde in den 
Kontrollen der Gruppe der gealterten Patienten tendenziell um 4,9-fach in seiner Expression 
herauf reguliert (± 5,9, P = 0,556). Alle weiteren Marker blieben unverändert. Prinzipielle 






5.4 Analyse der veränderten Proteinexpression im gealterten, humanen ENS  
Zur Evaluierung degenerativer Prozesse wurde ein weiterer Marker innerhalb der Strukturen des 
Plexus myentericus betrachtet. Auf Proteinebene wurde hierzu das Enzym -Galactosidase-
angefärbt und evaluiert. Es konnte jedoch bei keinem der Patienten beider Altersgruppen eine 
positive Färbung des Enzyms -Galactosidase innerhalb des Plexus myentericus nachgewiesen 
werden. Die positiven Areale beschränkten sich ausschließlich auf Bereiche innerhalb des 
Darmepithels (Daten nicht gezeigt). Somit konnten auch hier keine Anzeichen einer verstärkten 
Seneszenz im gealterten ENS auf Proteinebene dargestellt werden. 
Zur Bestätigung der beschriebenen Daten aus der qRT-PCR wurde eine weitere 
immunhistologische Untersuchung auf Proteinebene angeschlossen. Die Herunterregulation des 
Gens für Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) wurde mittels NADPH-Diaphorase-Färbung (4.4.3) 
bestätigt. Hierfür wurde von denselben Patienten das Proteinexpressionsmuster von NOS in den 
Ganglien des ENS untersucht und auf die Gesamtzellzahl des Plexus myentericus, welche mittels 
Nuclear Fast Red-Färbung ermittelt wurde, bezogen. Der durchschnittliche NOS-Gehalt, in 
Prozent der Gesamtzellen der Ganglien, sank in den gealterten Patienten von 37,3% (± 9,1%) auf 
20,7% (± 4,2%) (Abbildung 27). Die Statistik zeigte eindeutig eine signifikante Regulation (P = 
0,01) und somit konnte eine verminderte Expression der NOS-Neurone als altersspezifisches 
Ereignis auch auf Proteinebene verifiziert werden. 
 
Abbildung 27: Vergleichende Darstellung des Proteins Stickstoffmomoxidsynthase (NOS) 
mittels NADPH-Diaphorase 
Die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)-positiven Zellen wurden mittels 40er Objektiv 
dokumentiert, ausgezählt und auf die Nuclear Fast Red-positiven  Gesamtzellen des Plexus 
myentericus bezogen. Eine statistisch signifikante Herunterregulation von NOS wurde dadurch 
auch auf Proteinebene bestätigt.  Die Anzahl der NOS-Neurone sank statistisch signifikant (P = 





Die signifikant herunterregulierten Gene für p75 und Ret deuteten auf Genebene auf eine 
Herunterregulation der Population der neuronalen Zellen im Alter hin und wird durch eine 
signifikante Herunterregulation der Subpopulation der NOS-Neurone gestärkt. Ob sich die 
genetischen Daten für p75 auf Proteinebene bestätigen lassen würden, sollte mittels 
immunhistochemischer Färbung analysiert werden. Da es sich bei p75 um eine zytoplasmatische 
Färbung handelte, war eine eindeutige Zuordnung der Zellen und somit eine Quantifizierung 
nicht möglich. Repräsentativ wurden qualitative Befunde dargestellt. Diese zeigten im Bereich 
des Plexus der Kinderproben große Areale positiv angefärbter Ganglienstrukturen (Pfeilspitzen, 
Abbildung 28A-B) während eine Reduktion in den Proben der gealterten Patienten zu erkennen 
war (Abbildung 28C-D, Pfeilspitzen).   
 
Abbildung 28: Immunhistochemische Färbung gegen den Neurotrophinrezeptor p75 
(A-B) Starke positive Färbungen für Neurotrophinrezeptorproteine p75 bei den kindlichen 
Proben. (C-D) Bei bei den älteren Patienten wurde eine reduzierte Färbung gegen das Protein 





Die wiederum signifikante Heraufregulation der glialen Gene für S100 ließ sich auf 
Proteinebene mittels repräsentativer, immunzytochemischer Färbungen ebenfalls untermauern. 
Die angefertigten repräsentativen, nicht quantifizierbaren Befunde zeigten eine stärkere Färbung 
bei den gealterten Patienten (Abbildung 29C-D) im Gegensatz zu den Proben der Kinder 
(Abbildung 29A-B). Bei den Kindern, wie Patient z.B. 22-10, waren kleinere Inseln zu erkennen 
(Pfeilköpfe), während die gealterten Patienten wie Patient 19-10 größere Areale (Pfeilköpfe) mit 
deutlicher Färbung zeigten. 
 
Abbildung 29: Immunzytochemische Färbung gegen den Gliazellenmarker S100 beta 
(A-B) Die Färbung gegen das Protein S100 beta (S100) zeigt weniger starke Ausprägung bei 
den Kindern. Kleinere Akkumulationen (Pfeilköpfe) wie in (B) waren zu erkennen. (C-D). Bei 
den den gealterten Patienten, nahm die Färbung scheinbar zu und wies eher größere, gefärbte 
Ganglienbereiche auf (Pfeilköpfe), welche weitgehend das Protein für S100 exprimieren. 




5.4.1 Analyse der veränderten Genexpression von Natriumkanälen im gealterten, humanen 
ENS 
Neben den beschriebenen Genen für neurale Zellen und Muskelgewebe wurde die Expression 
und die Verteilung der Natriumkanäle innerhalb des Darmgewebes, im Plexus myentericus und 
der Muskulatur verschiedener Patienten untersucht (Tabelle 10). Zunächst wurde mittels qRT-
PCR (4.3.5.2) die Genexpression jedes Kanals in den beiden Gewebetypen mittels spezifischer 
Primer (Tabelle 14) überprüft und gegenübergestellt. Die in der Literatur beschriebenen 
Natriumkanäle des peripheren Nervensystems (PNS), wie Na 1.4, Na 1.5, Na 1.7, Na 1.8 und Na 
1.9 konnten im ENS erwartet werden und wurden mit Ausnahme des Na 1.4, der komplett fehlte, 
nachgewiesen. Die Natriumkanaltypen Na 1.2, Na 1.3, Na 1.6 und Na 1.7 wurden im ENS von 
Nagern nachgewiesen und fielen daher in das Erwartungsspektrum der Analysen der 
vorliegenden Arbeit (Bartoo, Sprunger et al. 2005; Sage, Salin et al. 2007). 
In der Region des Plexus myentericus konnte bei allen Kindern und bei der Hälfte der gealterten 
Patienten der Kanaltyp Na 1.1 nachgewiesen werden. Der Kanal Na 1.2, konnte bei drei von vier 
Kindern und bei fünf von sechs gealterten Patienten aufgezeigt werden. Auch der Natriumkanal 
Na 1.3 wurde in der vorliegenden Arbeit bei allen Kindern und bei fünf der sechs gealterten 
Patienten detektiert. Alle Kinder und 50% der gealterten Patienten exprimieren den 
Natriumkanal Na 1.5. Drei von vier Kindern und zwei von sechs gealterten Patienten wiesen 
weiterhin den Natriumkanal Na 1.6 auf. Alle Kinder und fünf der sechs gealterten Patienten 
wiesen den Natriumkanal Na 1.7 auf. Innerhalb des Plexus myentericus konnte der Kanal Na 1.8 
bei keinem der Kinder und nur bei einem gealterten Patient nachgewiesen werden, hingegen war 
der Kanal Na 1.9 bei allen Kinder und vier der sechs gealterten Patienten vorhanden. Eine 
Genexpression für den Natriumkanaltyp Na 1.4 konnte in der vorliegenden Arbeit für den 
Bereich des Plexus myentericus des humanen Darms nicht nachgewiesen werden. 
Da die Natriumkanalexpression in glattmuskulärem Gewebe bereits in der Vergangenheit 
intensiver untersucht wurde, war der Natriumkanal 1.5 aus der jejunalen Ringmuskulatur des 
humanen Darms bekannt (Ou, Gibbons et al. 2002; Strege, Holm et al. 2003). Ein Nachweis 
gelang in der vorliegenden Arbeit zwar in allen Kindern und bei der Hälfte der gealterten 
Patienten im ENS, in der Muskulatur hingegen fehlte er völlig. In der Arbeit von Ou et al. 
konnten weiterhin keine Anzeichen für eine Expression der Kanäle 1.8 und 1.9 innerhalb der 
Muskulatur aufgezeigt werden, was mittels der vorliegenden Arbeit weitgehend bestätigt wurde. 
Weiterhin zeigte sich, dass für die Kanäle Na 1.1, Na 1.5, Na 1.6 und Na 1.8 keinerlei 
Genexpression im Muskel festzustellen war. Die Natriumkanäle Na 1.3, Na 1.4 und Na 1.9 
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zeigten nur bei einem, drei bzw. zwei Kindern eine entsprechende Genexpression, während im 
Muskel von zwei Kindern und zwei gealterten Patienten Na 1.2 aufgezeigt werden konnte. 
 
Tabelle 10: Zusammenfassung Expression der Natriumkanäle 
Nan Ergebnis der Studie Plexus myentericus Muskel 
1.1 Exklusiv im Plexus 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 3/6 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.2 
Expression im Plexus und im 
Muskel 
Kinder 3/4 
Gealterte Patienten 5/6 
Kinder 2/4 
Gealterte Patienten 2/6 
1.3 Fast ausschließlich im Plexus 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 5/6 
Kinder 1/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.4 Exklusiv im Muskel von Kindern 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 0/6 
Kinder 3/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.5 Exklusive in Plexus 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 3/6 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.6 Exklusive in Plexus 
Kinder 3/4 
Gealterte Patienten 2/6 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.7 Expression in Plexus und Muskel 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 5/6 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 3/6 
1.8 Exklusiv im Plexus 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 1/6 
Kinder 0/4 
Gealterte Patienten 0/6 
1.9 Expression in Plexus und Muskel 
Kinder 4/4 
Gealterte Patienten 4/6 
Kinder 2/4 
Gealterte Patienten 0/6 
 
Um die Ergebnisse der Geneexpressionsanalyse zu stützen wurden weiterhin 
immunzytochemische Färbungen auf Proteinebene durchgeführt. Dabei konzentrierte sich die 
vorliegende Arbeit auf drei repräsentative Natriumkanäle, Na 1.2, Na 1.6 und Na 1.9. Der 
Kanaltyp Na 1.2 war auf Genebene in Plexus und Muskel gefunden worden, während Na 1.6 
exklusiv im Plexus exprimiert wurde. Der Kanaltyp Na 1.9 wurde gewählt, weil er im PNS 
häufig vorkommt ist und im ENS von Nagern schon detektiert wurde (Rugiero, Mistry et al. 
2003). 
Für alle Färbungen wurden Kryoschnitte hergestellt (12 µm) und immunzytochemisch analysiert 
(4.4.1, 4.4.5). Die Proteine des Natriumkanals 1.2 konnten im Plexus myentericus bei Kindern 
und bei den gealterten Patienten detektiert werden (Abbildung 30). Mittels 
immunzytochemischer Färbung wurde das Kanalprotein in grün und die Zellkerne mit Dapi in 
blau visualisiert. Positive Areale finden sich im Bereich des Plexus myentericus (A-C, 
Pfeilköpfe) während der Bereich der Muskulatur weniger positiv erscheint. Auf Proteinebene 
war  insgesamt nur bei einem der gealterten Patienten eine deutliche positive Färbung im Plexus 





Abbildung 30: Immunzytochemische Färbung gegen das Kanalprotein Na 1.2 
Drei der vier getestesteten Proben bei Kindern zeigten im Plexus positive Ergebnisse. Hingegen 
wurde nur bei einem der gealterten Patienten der Na 1.2 nachgewiesen. (A) Größere Areale 
innerhalb der Struktur des Plexus myentericus wiesen deutliche Färbungen auf (Pfeilköpfe). Das 
umliegende Muskelgewebe schien nicht gefärbt. Messbalken 200 µm. (B) Einzelne Zellen in der 
Plexusregion eines Kindes zeigen positive Färbungen und ließen sich einzelnen gefärbten 
Zellkernen zuordnen (Pfeilköpfe). (C) Für einen der gealterten Patienten konnten ebenfalls 
Kanalproteine, in der Region des Plexus myentericus detektiert werden. (A-C) Die Zellkerne 
wurden mittels DAPI (blau) visualisiert und lassen über Aggregation die Plexusstruktur 
erkennen. (B-C) Messbalken 100 µm. 
 
Für die Proteine des Kanals Na 1.6 wurde eine äquivalente Behandlung durchgeführt. Bereits in 
Gliazellen des Nager ENS detektiert, konnte auch die vorliegende Arbeit die Proteine für Na 1.6 
exklusiv im Plexus nachweisen (Abbildung 31). Entgegen der Genexpressionsanalyse konnte 
allerdings nur in den Proben der Kinder (drei von vier) eine positive Färbung detektiert werden. 
Repräsentativ sind für die Patienten 22-10 und 25-10 die Befunde dargestellt (A-B, Pfeilköpfe). 
 
Abbildung 31: Immunzytochemische Färbung gegen das Kanalprotein Na 1.6 
Exklusiv im Plexus der Kinderproben konnte das Kanalprotein Na 1.6 detektiert werden. (A-B) 
Die Patienten 22-10 und 25-10 zeigten deutliche Färbungen, welche sich zum Teil einzelnen 





Der Natriumkanaltyp Na 1.9 konnte in den zwei Patientengruppen jeweils in zwei Patienten 
eindeutig im ENS detektiert werden (Abbildung 32A-B, Pfeilköpfe). In der Muskelschicht 
konnte der Na 1.9 nur in den kindlichen Proben nachgewiesen werden (A, Pfeil), was zu den 
erhobenen Daten aus der Genexpressionsanalyse passte. Bei den gealterten Patienten gelang der 
Nachweis nicht in größeren Arealen wie bei den Kindern, sondern eher in vereinzelten Bereichen 
der Ganglienstrukturen des Plexus myentericus (B, Pfeilköpfe). 
 
Abbildung 32: Immunzytochemische Färbung gegen das Kanalprotein Na 1.9 
Der Proteinnachweis für das Kanalprotein Na 1.9 gelang in nur je zwei Patientenproben bei den 
Kindern und bei den gealterten Patienten. (A) Die Kinder zeigten größere Areale deutlich 
gefärbt. Es handelte sich sowohl um Ganglienstrukturen (Pfeilköpfe) als auch Bereiche der 
Muskulatur (Pfeil). Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. Messbalken 200 µm. (B) Bei den 
gealterten Patienten konnten nur einzelne Zellen detektiert werden (Pfeilköpfe), welche sich aber 
einzelnen DAPI-gefärbten Zellkernen (blau) zuordnen lassen. Messbalken 100 µm. 
 
5.5 In vivo Transplantationsstudie 
Enterische, humane, neurale Vorläuferzellen bieten eine hoffnungsvolle Option zur Therapie 
gastrointestinaler Erkrankungen, wie Aganglionosen. In der vorliegenden Arbeit wurde, mittels 
Benzalkoniumchlorid (BAC), ein neurodegeneratives Schädigungsmodell in immundefizienten 
CD1-Nacktmäusen etabliert und der Einfluss transplantierter enterischer, humaner 
Progenitorzellen nach vier Wochen evaluiert. 
Die Vorläuferzellen wurden aus dem ENS des humanen Darms isoliert und expandiert um im 
Benzalkoniumchlorid-geschädigten ENS (3.2.1) einen funktionellen Effekt, im Sinne einer 
wieder hergestellten oder verbesserten Kontraktilität, zu zeigen. Dazu wurden die Progenitoren 
auf das geschädigte Areal aufgebracht und das Darmgewebe nach einem Zeitraum von vier 
Wochen funktionell im Organbad (4.10) und histologisch (4.4.5) analysiert.  
Die bereits publizierte BAC-Konzentration, die aus der Studie von Hanani, Ledder et al. mit 
0,05%-ig angegeben war, wurde zunächst übernommen. In vivo zeigte sich jedoch, auch nach 
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vier Wochen, immer noch ein sehr stark ausgeprägter Phänotyp der Schädigung durch die 
Ausbildung enger Einschnürungen (Abbildung 33A, Pfeil) oder großer dilatierter Bereiche im 
proximalen, unbehandelten Abschnitt des Colons (B, Pfeile), die sich teilweise mit Gasen füllten 
(C, Pfeil). Die geringe Überlebensrate der Tiere unterstützte die Annahme, dass bei der 
verwendeten BAC-Konzentration ein zu großer Schaden in der Region des ENS induziert wurde 
und veranlasste uns zur Reduktion der BAC-Konzentration auf  0,01%. Bei 0,05% BAC 
verstarben insgesamt 22 von 28 behandelten Tieren vor Ablauf des geplanten vierwöchigen 
Untersuchungszeitraums, hingegen verstarben bei der deutlich geringeren Konzentration, von 
0,01% BAC, mit 7 von 28, deutlich weniger Tiere. Weiterhin war eine deutliche Reduktion der 
phänotypischen Ausprägung des Schadens zu erkennen, was sich in kleinen oder kaum-
vorhandenen Einschnürungen (Abbildung 33A) oder leicht dilatierten und gasgefüllten Arealen 
zeigte (B-C, Pfeile). 
 
Abbildung 33: Phänotypischer Vergleich zwischen verschiedenen BAC-Konzentrationen 
Vier Wochen nach der chemischen Behandlung, mit 0,05%igem Benzalkoniumchlorid (BAC) 
über 20 min. (behandelte Bereiche zwischen Pfeilköpfen), wiesen die Tiere immernoch große 
phänotypisch anormale und pathophysiologische Erscheinungen auf. (A) Starke Einschnürungen 
(Pfeil) waren genauso deutlich zu erkennen, wie (B) massiv dilatierte Bereiche des proximalen 
Colons und distalen Ileums (Pfeile), die sich häufig (C) mit Gas füllten (Pfeile). Durch die 
Reduktion der BAC-Konzentration auf 0,01% für 20 min. wurden die phänotypischen 
Erscheinungen nach vier Wochen deutlich abgeschwächt. (D) Minimale oder kaum sichtbare 
Konstriktionen und (E) gering dilatierte Bereiche (Pfeil), (F) welche selten leicht mit Gas gefüllt 
waren (Pfeil), konnten beobachtet werden. 
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Um den induzierten Schaden, durch die verwendete BAC-Konzentration (0,01%) auch auf 
immunhistologischer Ebene beweisen zu können, wurde eine NADPH-Diaphorase-Färbung 
(4.4.3) angefertigt. Bei CD1-Nacktmäusen wurde vergleichsweise eine Färbung von 5 
proximalen Colonabschnitten unbehandelter Kontrolltiere und 6 behandelter Tiere, vier Wochen 
nach der Behandlung (0,01% BAC, 20 min.) durchgeführt und gegenübergestellt. In der Gruppe 
der unbehandelten Tiere lag der Anteil der NOS-Neurone bei 52,9% ± 15,9% und in der Gruppe 
der BAC-behandelten Tiere sank der Anteil der NOS-Neurone auf 40,6% ± 14,5%. Die 
Wahrscheinlichkeit für ein signifikantes Ereignis lag bei P = 0,247 und zeigt somit eine Tendenz 
der Schädigung im Bereich der NOS-postitven neuronalen Subpopulation. Über weitere 
Indikatoren, wie die Zunahme der Muskelschichtdicke (Hypertrophie), ließ sich jedoch der 
moderate Gewebeschaden zusätzlich bestätigen. 
 
Abbildung 34: NADPH-Diaphorase-Färbung des proximalen Colons 
Durch Färbung der NOS-Neurone und der prozentualen Gegenüberstellung zur gesamten Anzahl 
der Zellen innerhalb der Ganglien des Plexus myentericus konnte der Schaden mit einer 
Wahrscheinlichkeit von P = 0,247 aufgezeigt werden. Insgesamt verringert sich die Anzahl der 
NOS-positiven Neurone durch BAC auf 40,6% ± 14,5% im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(52,9% ± 15,9%). 
 
Durch die Muskelaktin- (SMA) und 4',6-Diamidino-2-phenylindol-Färbung (DAPI) ließen sich 
die entsprechenden Muskelschichten (Längsmuskulatur (LM) und Ringmuskulatur (RM)) 
darstellen. In vielen Studien wird der Effekt der Muskelschichtverdickung als eine Reaktion auf 
die BAC-Behandlung beschrieben (Fox, Epstein et al. 1983; Fox and Bass 1986). Mittels der 
ImageJ-Software gelang es, die lichtmikroskopisch erstellten Daten zu vermessen (Abbildung 
35A-B, Doppelpfeile) und im Boxplot vergleichend darzustellen (Abbildung 35C). Durch die 
BAC-Applikation verdickte sich die Muskelschicht im Mittel, von 141,3 ± 36,0 auf 180,2 ± 42,8, 
um 38,7 µm (P = 0,138). Parallel wurde eine Immunfluoreszenzfärbung (4.4.5) gegen das 
neuronale Protein PGP 9.5 angefertigt (Abbildung 35A-B, rot, Pfeilköpfe), welche zur 
Untersuchung der Gangliengröße herangezogen wurde. Die Größe der einzelnen Ganglien nahm, 
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im Laufe der vierwöchigen Haltungszeit der Tiere im Bereich des Plexus myentericus, im 
Durchschnitt signifikant um 113,3 µm
2
 (Kontrolle: 293,8 µm ± 108,5, BAC: 180,5 ± 55,4, P = 
0,05) zu (Abbildung 35D). Weiterhin ließ sich hier eine tierabhängige Varianz des durch BAC 
induzierbaren Schadens ableiten. So nahm die Streuung der Einzelwerte deutlich im Vergleich 
zur Kontrollgruppe zu. 
 
Abbildung 35: Auswirkungen des BAC auf Muskelschichtdicke und Gangliengröße 
(A-B) Durch Immunfluoreszenzfärbung gegen PGP9.5 und DAPI dargestellte Ganglien 
(Pfeilköpfe) und Muskelschichtdicke (Doppelpfeile, LM = Längsmuskulatur, RM = 
Ringmuskulatur) Messbalken 200µm. (C) Darstellung der Zunahme der Muskelschichtdicke. In 
der Gruppe der Kontrollen betrug die Schichtdicke 141,3 µm (± 36,0 µm) im Vergleich zur 
BAC-behandelten Gruppe mit 180,2 µm (± 42,8 µm). Im Durchschnitt nahm die Muskelschicht 
um 38,7 µm zu (P = 0,138). (D) Die durchschnittliche Gangliengröße nahm von den Kontrollen 
mit 180,5 µm
2
 (± 55,4 µm
2
) zu den BAC-behandelten Tieren mit 256,1 µm
2









In der vorliegenden Arbeit gelang es, ein geeignetes Testmodell an dem Mausstamm der CD1-
Nacktmäuse zu etablieren und einen moderaten, induzierbaren Schaden durch BAC im ENS zu 
Ergebnisse 77 
 
erzeugen. Wie in der Literatur beschrieben konnte nach der BAC-Behandlung sowohl ein 
Schaden in der Subpopulation der NOS-Neurone als auch eine Hypertrophie  des Plexus und der 
umliegenden Muskelschichten nachgewiesen werden.    
 
5.5.1 Charakterisierung der expandierten Neurosphären 
Die isolierten und expandierten, postnatalen, neuralen Progenitoren (4.2.1) wurden repräsentativ 
mittels Zellzählung, lichtmikroskopischer- und immunfluoreszenztechnischer Untersuchungen 
(4.4.5) sowie durch qRT-PCR (4.3.5.2) Analysen charakterisiert. Für sechs Patientenproben 
(Tabelle 5) konnten eine kompakte, runde Morphologie (Abbildung 36A-B) der gebildeten, aus 
Progenitoren bestehenden Neurosphären, mittels Lichtmikroskopie bestätigt werden. Im 
Folgenden wurden die Durchmesser der Neurosphären ausgewertet und eine Druchschnittsgröße 
mit 74,1 µm (± 15,8) ermittelt. 
Ferner wurden repräsentative Teile der expandierten Neurosphärenkulturen enzymatisch verdaut, 
zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet und mittels Neubauer-Zählkammer die Gesamtzellzahl 
bestimmt. Da in der vorliegenden Studie keine Dosis-Wirkungsbeziehung untersucht werden 
sollte, wurden für die Transplantationen jeweils die im gesamten Kultivierungszeitraum erzielte 
maximale Zellzahl verwendet, die zwischen 30000 und 220000 Zellen lagen. Im Durchschnitt 
konnte eine Gesamtzellzahl von 90000 Zellen (± 71000) bestimmt werden, was die große 
Schwankungsbreite der Zellausbeute verdeutlicht. Um weiterhin eine Aussage über den Gehalt 
an neuralen Vorläuferzellen machen zu können wurden von vier der Patienten einige der Sphären 
vor dem enzymatischen Verdau separiert und mittels Immunfluoreszenz-Färbung (4.4.5) gegen 
den pan-neuralen Marker Neurotrophinrezeptor p75 (p75, 9.7) gefärbt. Der durchschnittliche 
Gehalt an neuralen Vorläuferzellen betrug 37,5% (± 12,13%), zeigte aber eine deutliche Varianz 
und spiegelte unterschiedliche Konstitutionen der verschiedenen Patienten wieder (Abbildung 
36C-E). Diese Varianz spiegelt sich auch in der mRNA-Genexpression selektiver Gene wieder. 
Mittels qRT-PCR (4.3.5.2) und spezieller Primer wurden neben dem pan-neuralen Marker 
Neurotrophinrezeptor p75 (p75) auch der pan-neuronale Marker Rezeptor Tyrosinkinase Ret 
(Ret) sowie der Muskelmarker Tropomyosin (TPM) untersucht (Abbildung 36F). Alle drei Gene 
wiesen für neun verschiedene Patienten eine hohe Schwankunsbreite auf.  Es wurde die Varianz 




Abbildung 36: Charakterisierung der expandierten Neurosphären 
(A-B) Lichtmikroskopische Darstellung der charakteristischen, runden Morphologien der 
Neurosphären. (A) Messbalken 200 µm. (B) Messbalken 25µm. (C-E) Darstellung der Varianz 
der Anzahl neuraler Progenitorzellen der verschiedenen Neurosphärentypen, dargestellt durch 
Färbung gegen den pan-neualen Markers Neurotrophinrezeptor p75 (p75). Messbalken 25 µm. 
(F) Die genetische Varianz der Proben verschiedener Patienten (n = 9) zeigte sich mittels qRT-
PCR für den Neurotrophinrezeptor p75 (p75), Rezeptor Tyrosinkinase Ret (Ret) und 
Tropomyosin (TPM), dargestellt als relative Genexpression in % der housekeeping-Gene mittels 
Boxplot. 
 
Eine Analyse zur genetischen Stabilität der humanen, enterischen Progenitoren wurde mittels 
Subtelomer FISH durchgeführt und diente dem Ausschluss von Mikrodeletionen und 
Mikroduplikation in den sensiblen Subtelomerregionen der Chromosomen. Diese Informationen 
haben besonders im Hinblick zukünftiger klinischer Anwendungen große Bedeutung. Achtzig 
Interphasezellen wurden unter Anwendung von 15 Sondenmixturen, die 41 spezifische 
Subtelomerregionen erfassen, untersucht. In den analysierten Interphasezellen wurde ein 
unauffälliges Signalmuster detektiert. Laut Analyse des Kooperationspartners Dr. Heidrun 
Holland (Translationszentrum für Renerative Medizin, Universität Leipzig) und gemäß ISCN 
2009 (International System for Human Cytogenetic Nomenclature) gab es insgesamt kein Anhalt 




5.5.2 Transplantation humaner, neuraler Vorläuferzellen 
Für die Transplantation neuraler Vorläuferzellen wurden im operativen Ablauf wie in 4.9 
beschrieben zunächst die Tiere betäubt, der Bauchraum eröffnet und das proximale Colon 
chemisch mit BAC behandelt und so das ENS geschädigt. Die in Proliferationsmedium (9.9) 
aufgenommenen leicht andissoziierten Neurosphären wurden mit Fibrinogen gemischt und durch 
paralleles Pipettieren mit Thrombin auf den Darm aufgebracht. Diese Prozedur wurde beidseitig 
durchgeführt. Nach der Operation wurden die Tiere über vier Wochen unter regelmäßiger 
Beobachtung gehalten. Die transplantierten Zellen hatten somit die Möglichkeit, in das 
geschädigte Gewebe zu migrieren, sich zu differenzieren und im Idealfall funktionell zu 
integrieren. Wie genau sich die transplantierten neuralen Vorläuferzellen verhielten, wurde im 
Follow up nach vier Wochen, wie nachfolgend beschrieben, untersucht. 
 
5.5.3 Funktionelle Untersuchungen der Darmabschnitte im Organbad 
Begonnen wurde mit der funktionellen Analyse im Organbad und der Evaluierung der 
kontraktilen Antworten auf Elektrische Feldstimulationen (EFS). 
Die drei verschiedenen Gruppen: unoperierte Kontrolltiere ohne OP (n = 6), BAC-behandelte, 
untransplantierte (n = 7) und BAC-behandelte, transplantierte Tiere (n = 6) wurden jeweils 
separat betrachtet und ausgewertet. Von den erhaltenen kontraktilen Ereignissen wurden nur die 
Abschnitte berücksichtigt, die EFS-induzierbare Reaktionen aufzeigten und deutlich über der 
Basiskontraktion lagen. Anschließend wurden die Daten gemittelt. Die erhaltenen 
Kontrollkontraktionen durch Acetylcholin (ACh, bei 110 und 140 min.) wurden immer als 
Bezugspunkt betrachtet und die EFS-Kontraktion (EFS, bei 120 und 130 min.) dazu ins 
Verhältnis gesetzt. Repräsentativ sind für alle Gruppen Ausschnitte der Organbadmessung in 
Abbildung 37A dargestellt. Diese spiegeln die veränderten Konstitutionen wieder und stellen 
eine vitale, kontraktile Kontrolle einem geschädigten BAC-behandelten Darm und einer 
veränderten Kontraktilität in der Gruppe der transplantierten Tiere gegenüber.  
Im Mittel lag die EFS-stimulierte Kontraktilität in der Kontrollgruppe bei 38,9% (± 18,1%) und 
sank durch die BAC-Behandlung tendenziell auf 19,9% (± 13,5%, P = 0,1). Eine Transplantation 
von Neurosphären, mit den darin enthaltenen neuralen Progenitoren, verbesserte die 
Kontraktilität auf 31,5% (± 15,5%, P = 0,23) im Mittel und zeigte so funktionelle 
Verbesserungen im zuvor geschädigten ENS auf. Die Übersichtsdarstellung, mit der darin 
enthaltenen Statistik, zeigt in Abbildung 37B die Streuung in den einzelnen Gruppen und ließ 
bereits in der Gruppe der Kontrolltiere, welche keinerlei Behandlung erfuhren, eine größere 
Varianz der Werte um den Mittelwert erkennen. Aufgrund dieser Streuung und der relativ 
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kleinen Tierzahlen konnten insgesamt keine hochsignifikanten Ergebnisse erzielt werden. 
Dennoch zeigen die angegebenen Wahrscheinlichkeiten in B statistische Tendenzen. 
 
Abbildung 37: Funktionelle Analyse des proximalen Colons im Organbad 
(A) Die Kontraktionen, durch elektrische Feldstimulation (EFS bei 120 und 130 min.), der 
verschiedenen Gruppen wurden jeweils im Verhältnis zu Kontrollkontraktionen durch 
Acetylcholin (ACh, bei 110 und 140 min.) dargestellt. Die unbehandelten Kontrolltiere zeigten 
repräsentativ ca. 50%-ige Kontraktionen im EFS im Vergleich zu den ACh -induzierten 
Kontraktionen. Deutlich abgeschwächt zeigte sich die EFS-Kontraktion in der BAC-behandelte 
Gruppe, in der mit ca. 10-20%-iger Kontraktionshöhe ein deutlicher Schaden aufgezeigt werden 
konnte. Durch eine Transplantation humaner, neuraler, enterischer Progenitorzellen ließ sich die 
Kontraktilität wieder verbessern und zeigt Werte im Bereich von 30-40%. (B) In allen drei 
Gruppen wurde eine natürliche Streuung detektiert, welche die Varianz in den einzelnen Tieren 
wiederspiegelt. Im Mittel verhielten sich die drei Gruppen 38,9% (Kontrollen) zu 19,9% (BAC-
Behandlung) zu 31,48% (BAC-Behandlung mit transplantierten Zellen). Trotz der geringen, 
statistischen Signifikanz sind sowohl der schädigende Effekt des BAC, als auch die verbesserte 
Funktionalität durch die Transplantation zu erkennen.  
 
5.5.4 Visualisierung der transplantierten humanen, enterischen, neuralen Progenitorzellen 
durch DNA In Situ Hybridisierung 
Die Argumentation, dass in der vorliegenden Arbeit die transplantierten enterischen, neuralen 
Progenitorzellen für den, in der Organbaduntersuchung beobachteten, positiven Effekt 
verantwortlich sein könnten, sollte durch die Visualisierung der Zellen mittels In Situ 
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Hybridisierung gestützt werden. Mittels In Situ Hybridisierung gegen die humane Alu-Sequenz 
sollten die transplantierten Zellen zunächst wiedergefunden und eine Integration in das Gewebe, 
speziell in den Plexus, nachgewiesen werden. Bei den transplantierten Tieren konnten in vielen 
Fällen eine Vielzahl applizierter Zellen (Abbildung 38A, Pfeil), hingegen in einigen Fällen auch 
nur sehr wenige Einzelzellen (B, Pfeil) detektiert werden. Es gelang nicht nur die reine Detektion 
der Zellen innerhalb der Längsmuskel- oder Ringmuskelschicht, sondern ferner der Nachweis, 
dass diese Zellen sich zum Teil in ganglienähnlichen Strukturen in der Ebene des Plexus 
myentericus einlagerten, dargestellt durch eine Ansammlung Alu-positiver Zellen (A, Pfeil). Die 
ganglienähnlichen Strukturen lagen zwischen der äußeren Längsmuskulatur (LM) und der 
inneren Ringmuskulatur (RM) (Abbildung 38A) und ließen Organisationsstrukturen erkennen 
(Neoganglia in A). Diese neuronalen Zellen konnten auch durch entsprechende Ko-
Immunfärbungen gegen neuronale Differenzierungsmarker wie PGP9.5 verifiziert werden (A). 
Weiterhin gelang der Nachweis, dass sich die humanen, transplantierten Progenitorzellen in vivo 
zu Glia (B) und Muskelzellen ausdifferenzierten (D). 
 
Abbildung 38: In Situ-Analyse des proximalen Colon nach der Transplantation 
(A) Die transplantierten humanen Vorläuferzellen wurden über die Alu-Sequenz in der 
Längsmuskelschicht (LM) und der Ringmuskelschicht (RM) aber auch in ganglienähnlichen 
Strukturen in der Ebene des Plexus myentericus (innerhalb rot-gestrichelter Linie) durch In Situ 
Hybridisierung detektiert. Teilweise konnten nach vier Wochen auch Zellen wiedergefunden 
werden, die sich z.B. (B) in Gliazellen C) in Neurone oder D) Muskelzellen ausdifferenziert 
hatten. Zellkerne, positiv gefärbt für Alu (rot), werden durch Pfeilköpfe angezeigt und von der 
positiven zytoplasmatischen Färbung für saures Gliafaserprotein (GFAP), neuronales 
Markerprotein PGP 9.5 oder Muskelaktin (SMA) umgeben. (A) Messbalken 100µm. (B-D) 
Messbalken 200µm. 
 
Die dabei gefundenen Alu-positiven Zellen wurden weiter dahingehend ausgewertet, in welcher 
der Muskelschichten sich der Hauptanteil der Zellen wiederfindet (Abbildung 39).  
Zu vermuten war, dass nach vier Wochen der Großteil der transplantierten Zellen in der äußeren 
Längsmuskelschicht zu finden wäre, was sich mittels Auszählung der Alu-positven Zellen pro 
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Gewebeschnitt und -schicht bestätigen ließ. Der Anteil der Alu-positiven, also transplantierten, 
humanen Zellen pro definierter Schnittlänge und -dicke (je vier Serienschnitte mit 1,5 cm Länge 
und 15 µm Dicke), war in der inneren Ringmuskulatur mit 29,6 (± 67,3) Zellen zu der äußeren 
Längsmuskulatur mit 111,2 (± 150,2) Zellen deutlich geringer. Dies deutet auf ein limitiertes 
Migrationspotenzial der Zellen hin.  
 
Abbildung 39: Alu positive Zellen in den analysierten Gewebeschnitten pro Schnitt 
Der Anteil Alu-positiver Zellen pro Gewebeschnitt zeigte sich im Mittel in der inneren 
Ringmuskulatur mit 29,6 (± 67,3) im Vergleich zu der äußeren Längsmuskulatur mit 111,2 (± 
150,2) Zellen. Deutlich mehr Zellen konnten also in der äußeren Muskelschicht nachgewiesen 
werden, was auf ein limitiertes Migrationsverhalten der Zellen schließen lässt. Die Gesamtzahl 
der Zellen ergibt sich aus der Summe der im gesamten Muskel integrierten Zellen, mit 140,8 (± 
214,7) Zellen. 
 
Insgesamt deuteten die in vivo Transplantationsexperimente darauf hin, dass humane, enterische, 
neurale Progenitorzellen ein regeneratives Potenzial im geschädigten murinen ENS entfalten 
können. Trotz größeren, tierbedingten Schwankungen in der Wirkung von Benzalkoniumchlorid 
oder den Reaktionen auf die elektrische Feldstimulation gelang es, in der vorliegenden Studie 
nicht nur, die transplantierten humanen, enterischen, neuralen Vorläuferzellen wiederzufinden, 
sondern auch Tendenzen einer verbesserten Funktionalität, nach der Transplantation ins 
geschädigte murine ENS im Vergleich zu nicht-transplantierten Darmabschnitten, aufzuzeigen. 
Das geringe Migrationspotenzial der Zellen kann sich mit der Konstitution der Zellen selber 
begründen, da die Spenderpatienten meist schon ein hohes Alter erreicht hatten (Tabelle 5) und 
die im gesamten Kultivierungszeitraum erzielte maximale Zellzahl stark zwischen 30000 und 
220000 Zellen schwankte. Weiterhin sollten jedoch ähnliche Studien über längere Zeiträume 
durchgeführt werden, um die Inkorporationsphase und somit das Migrationsverhalten der 
transplantierten Progenitorzellen zu verbessern. Zudem ist es zwingend notwendig, zukünftig 
Zellzahl und Zellzusammensetzung weiter zu standardisieren, um Varianzen aufgrund dessen 




Einfluss neuraler Differenzierungsfaktoren auf  humane, fetale Progenitorzellen des ENS 
In der vorliegenden Arbeit gelang es, den synergistischen Effekt von BMP2 und FSK durch eine 
verbesserte Differenzierung von isolierten, humanen, embryonalen, enterischen Progenitorzellen 
in Neuronen und Glia aufzuzeigen (Abbildung 15). Zusätzliche Effekte weiterer 
Wachstumsfaktoren, wie Gliazellen abstammender neurotropher Faktor (GDNF) oder 
Neurotrophin 3 (NT3) wurden ebenfalls evaluiert, zeigten aber keinerlei statistisch signifikanten, 
zusätzlichen Effekte. 
Bereits im Jahr 2000 untersuchte Morrison et al. die positiven Effekt verschiedener Faktoren auf 
die neuronale Differenzierung isolierter Neuralleistenzellen von Ratten. Knochen-modifizierende 
Proteine (BMPs) spielten dabei eine zentrale Rolle bei der Entwicklung des enterischen 
Nervensystems ENS und der Differenzierung von Neuronen. Speziell die Subpopulation der 
TrkC-exprimierenden Neurone wurden mit 50 ng/ml BMP2 und 5µM Forskolin (FSK) 
signifikant erhöht (Morrison, Csete et al. 2000). Lo et al. berichteten bereits nach drei Stunden 
über messbare Effekte von BMP-Stimulationen auf isolierte, immunselektierte 
Neuralleistenzellen der Ratte (Lo, Sommer et al. 1997). Auch Chalazonitis erzielte mit 
Konzentrationen um 20-50 ng/ml positive Effekte in in vitro Kulturen von embryonalen Ratten, 
wobei der zusätzliche stimulierende Effekt von NT3 auf immunselektierte (p75
+
) 
Neuralleistenzellen diskutiert wurde. Die alleinige Zugabe von BMP2 oder BMP4 führte zu einer 
erhöhten Apoptoserate der neuralen Zellen, welche jedoch durch Zugabe von NT3 wieder 
gesenkt werden konnte (Chalazonitis, D'Autreaux et al. 2004). Generell beschrieb Chalazonitis et 
al. NT3, für Konzentrationen um 40 ng/ml, als nicht-mitogenen, Neuritenwachstum-
stimulierenden Faktor, von dem das Überleben isolierter, enterischer, embryonaler (E14) 
Progenitoren abhängt. Weiterhin stellte er heraus, dass im Gegensatz zu GDNF, NT3 nicht nur 
die neuronale, sondern auch die gliale Differenzierung, isolierter embryonaler (E14 und E16) 
enterischer Progenitoren verstärkt (Chalazonitis 2004). Für GDNF stellten Studien z.B. von 
Chalazonitis et al. oder Thang et al. eine differenzierungsfördernde Wirkung alleine für 
neuronale Zellen heraus. Thang et al. beschrieb weiterhin positive Effekte durch die Zugabe von  
40 ng/ml GDNF auf das Überleben isolierter sympathischer Neurone aus Ratten (Thang, 
Kobayashi et al. 2000).  
Einleitend genannte Studien zur Evaluierung des Einflusses von Wachstumsfaktoren auf 
isolierte, neurale Vorläuferzellen dienten als Vorlage der hier abgehandelten Problemstellung. 
Aus den genannten Studien wurden nicht nur entsprechende Faktoren herauskristallisiert, 
sondern auch ihre eingesetzten Konzentrationen übernommen und auf das Kultursystem der 
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isolierten, humanen, embryonalen, enterischen Progenitorzellen der vorliegenden Arbeit 
übertragen. Ziel war es, in vitro geeignete Milieubedingungen zur Stärkung der notwendigen 
Prozesse zur Entwicklung funktioneller, enterischer Neurone zu schaffen. 
Deutlich zu erkennen waren in der vorliegenden Studie regulatoreische Effekte auf die Zellzahl 
im Allgemeinen. Die Gesamtzellzahl innerhalb der ausgewerteten Blickfelder der Kulturen 
konnte durch die Zugabe der Wachstumsfaktoren BMP/FSK tendenziell um 42,92% (P = 0,114) 
gesenkt werden. In der vorliegenden Studie war die Gesamtzellzahl der Kulturen als 
problematisch anzusehen. Eine starke Proliferation nicht-neuraler Zellen, wie Myofibroblasten 
oder Muskelzellen bewirkte in Kulturgefäßen ohne oder mit nur einzelnen Wachstumsfaktoren 
ein Überwuchern oder Verdrängen der neuralen Zellen. Größere myofibroblastäre Zellen 
breiteten sich aus und bewirkten, dass die neuralen Progenitoren sich abkugelten und 
abschwammen. Dies erschwerte die Auswertung massiv. Dieser Effekt konnte trotz intensiver 
Bemühungen zur Optimierung des Testsystems z.B. durch Austestung von Beschichtungen, 
Zellzahlen und Differenzierungszeiträumen nicht vollständig eliminiert werden. Dennoch konnte 
über den Zeitraum von fünf Tagen ein ausreichender Differenzierungsgrad erreicht werden, der 
eine erste Auswertung ermöglichte. Eine Limitierung der Effekte der Stimulationsfaktoren in 
diesem heterogenen Zellgemisch (Progenitorzellen, Muskelzellen, myofibroblastäre Zellen u.a.) 
war daher möglich. 
Enterische Neurone und deren Vorläufer scheinen, ähnlich zu anderen neuronalen Populationen, 
in ihrer Ansprechbarkeit auf verschiedene Wachstumsfaktoren im Laufe der Entwicklung zu 
variieren. Die GDNF-abhängige Aktivierung von Ret und seinem Gfrα1-Co-Rezeptor, während 
früher Entwicklungsstadien, scheint dabei absolut zwingend erforderlich, um das Überleben und 
die Proliferation aller ENS-Vorläuferzellen im Dünn- und Dickdarm zu ermöglichen (Moore, 
Klein et al. 1996; Sanchez, Silos-Santiago et al. 1996). Verstärkt wird diese Annahme durch den 
Nachweis einer reduzierten Proliferation der ENS-Vorläufer in GDNF-heterozygoten Tieren. 
Schlussendlich wird im Darm die Gesamtzahl der Neurone durch Regulation der 
Proliferationskapazität durch GDNF reguliert (Gianino, Grider et al. 2003). Eine alleinige 
Zugabe von GDNF wurde daher in der vorliegenden Arbeit evaluiert. Der generelle Effekt, dass 
GDNF ein Stimulator neuronalen Überlebens oder Modulator neuronaler Funktionen ist, konnte 
auf die humanen, isolierten, enterischen Progenitorzellen der vorliegenden Studie nicht 
übertragen werden. GDNF zeigte weder auf die Neurogenese, noch auf die Gliogenese positive 
Effekte (Daten nicht gezeigt). GDNF, was auch im intestinalen Mesenchym nachgewiesen wurde 
(Natarajan, Marcos-Gutierrez et al. 2002), verbesserte in einer neueren Studie mit isoliertem, 
neonatalen, intestinalen Rattengewebe nicht nur signifikant das Überleben von Neuronen in 
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vitro, sondern veränderte die Morphologie und Organisation der Neurone und Axone. Die 
neuralen Vorläuferzellen zeigten eine ausgeprägte Aggregation der Zellkörper und formten in 
der Untersuchung von Rodrigues et al. Bündelstrukturen, welche stark den Ganglienstrukturen 
und deren interganglionären nervalen Verknüpfungen des ENS in vivo ähnelten. In der 
vorliegenden Studie konnten ähnliche Befunde erhoben werden (Abbildung 16D). Rodrigues et 
al. diskutierte diese Beobachtung als einen durch GDNF-verursachten Effekt. Der Co-Rezeptor 
Gfr konnte dabei direkt auf myenterischen Neuronen nachgewiesen werden, während GDNF 
selber innerhalb der einzelnen Muskelzellen der Muskelschichten detektiert wurde. Versuche 
von Rodrigues et al. mit Kokulturen bewiesen schließlich, dass GDNF die Ursache des Effekts 
war (Rodrigues, Li et al. 2011). In der vorliegenden Studie wurden diese Befunde jedoch bereits 
ohne zusätzliche Gabe von GDNF erhoben. Da die untersuchten Kulturen der vorliegenden 
Arbeit jeweils Mischkulturen repräsentierten und auch nachweislich Muskelzellen enthielten, 
muß dieser Aspekt bei der Analyse einbezogen werden. Es konnte angenommen werden, dass 
die Kulturbedingungen, ohne direkten Zusatz des Supplements, GDNF nicht nur zu einem 
gewissen Anteil per se, sondern eventuell bereits in einem gesättigten Konzentrationsbereich 
enthielten. Wie in Abbildung 16G-H bereits gezeigt, gab es zwischen den Kontrollbedingungen 
und der Zugabe vonWachstumsfaktoren nur eine leichte Erhöhung im Anteil der Muskelzellen, 
was durch die qRT-PCR-Daten für TPM gestärkt wurde (Abbildung 17). Somit ließen sich 
größere fehlende synergistische Effekte von GDNF zu BMP2/FSK erklären. Jedoch gibt es 
Hinweise, dass die Zugabe von BMP/FSK an sich die Wirkung von GDNF verstärken 
(Kobayashi, Kobayashi et al. 1998; Thang, Kobayashi et al. 2000). Somit hätten die Effekte des 
durch Muskelzellen freigesetzten GDNF theoretisch durch die Stimulation der Kultur mit 
BMP2/FSK zusätzlich verbessert werden können.  
Neben GDNF wird auch NT3 mit der Entwicklung sympathischer und enterischer Neurone 
assoziiert, weswegen es in dieser Arbeit inkludiert war (Birren, Lo et al. 1993; Dechant, 
Rodriguez-Tebar et al. 1993; Chalazonitis, Rothman et al. 1998). Dass NT3, welches auch im 
postnatalen Darm exprimiert wird  (Lommatzsch, Quarcoo et al. 2005; Stanzel, Lourenssen et al. 
2008) alleine nicht ausreicht, um das Überleben und die Differenzierung isolierter neuraler 
Progenitorzellen aus neonatalem, intestinalen Rattengewebe zu unterstützen, wurde ebenfalls 
durch Rodrigues et al. berichtet (Rodrigues, Li et al. 2011) und konnte durch die vorliegende 
Arbeit auch für isolierte Progenitorzellen aus fetalem, enterischen, humanen Gewebe bestätigt 
werden (Daten nicht gezeigt). Auch die Zugabe von beiden Faktoren, GDNF und NT3 zur selben 
Kultur zeigte gleichwertige Ergebnisse wie die Kontrollbedingung ohne jegliche Zugabe von 
Wachstumsfaktoren (Daten nicht gezeigt). Einige Studien berichten darüber, dass die GDNF- 
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und NT3-Antwort von Neuralleistenzellen und somit deren Differenzierung zusätzlich durch 
Retinsäure (retinoic acid = RA) und BMP2 verstärkt werden kann (Mehler, Mabie et al. 1997; v 
Holst, Lefcort et al. 1997; Kobayashi, Kobayashi et al. 1998; Zhang, Mehler et al. 1998; Wyatt, 
Andres et al. 1999; Thang, Kobayashi et al. 2000).  
Für die Wirkung der genannten Wachstumsfaktoren im Einzelnen und auch die spezifischen 
zusätzlichen Befunde durch die konstitutive Gabe von RA gibt es mehrere derzeit noch unklare 
Mechanismen. Eine generelle Erhöhung der Rezeptordichte durch die Zugabe der Stimulatoren 
kann für die jeweiligen Faktoren selber zu einer verbesserten Wirkung führen. Für Retinsäure ist 
bekannt, dass der Faktor selbst es vermag, die Expression des Retinoidrezeptors RAR zu 
erhöhen. Der synergistische Effekt von BMP2 und RA wurde bereits in einer früheren Studie 
von Kobayashi et al. beschrieben, in welcher die Induktion des Typ II Rezeptors für BMP2 durch 
RA diskutiert wurde (Kobayashi, Fujii et al. 1998). Weiterhin wurde durch Thang et al. 
bewiesen, dass BMP2 und RA in Kooperation die Expression von RAR erhöhen (Thang, 
Kobayashi et al. 2000). Außerdem spekulierten die Forscher um Thang und Kobayashi auch über 
BMP-spezifische Signalmoleküle wie z.B. Smad1 als Koaktivator von RA-
RARTranskriptionskomplexes. Der positive Effekt auf eine Erhöhung der Rezeptordichte kann 
also für alle eingesetzten Faktoren diskutiert werden.  
Die Verwendung von Retinsäure fand im gesamten Differenzierungsansatz Anwendung, da das 
zugegebene Supplement B27 zum Differenzierungsmedium bereits RA enthielt. Eine schlüssige 
Erklärung, warum es in unseren Kulturen zu keinen positiven, synergistischen Effekten der 
Faktoren kam, haben wir nicht. Möglicherweise ist in diesem Zusammenhang zukünftig eine 
Anpassung und Austitrierung des maximal wirksamen Konzentrationsbereichs in humanen 
Zellen notwendig. 
Einige Studien zeigen positive Effekte von BMP2 auf neurale Vorläuferzellen in vitro z.B. auch 
in Untersuchungen von Pisano et al. Seine Gruppe konnte einen Anstieg der neuronalen 
Differenzierung neuraler vorselektierter (p75
+
) Neuralleistenzellen aus embryonalen (E14,5) 
Ratten aufzeigen und beschreibt dieses Phänomen als frühes postmigratorisches Verhalten 
neuraler Progenitorzellen (Pisano, Colon-Hastings et al. 2000). Zu späteren Zeitpunkten wirkt 
BMP z.B. in symphatischen oder enterischen Neuronen eher positiv auf die Formation von 
Dendriten (Lein, Johnson et al. 1995; Guo, Rueger et al. 1998) oder reguliert die Expression von 
Rezeptoren für neurotrophe Faktoren (Kobayashi, Fujii et al. 1998; Zhang, Mehler et al. 1998; 
Thang, Kobayashi et al. 2000). In weiteren Studien wurde BMP2 bereits für eine vermehrte 
Expression dopaminerger Neurone aus enterischen, neuronalen Vorläuferzellen in vitro 
verantwortlich gemacht (Kobayashi, Fujii et al. 1998; Reiriz, Espejo et al. 1999). Die erhöhte 
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Genexpression für den pan-neuronalen Marker Ret unter BMP2/FSK wurde in der vorliegenden 
Arbeit erwartet, da der Effekt, dass BMP2 die Differenzierung nicht-neuronaler Zellen zu 
neuronalen Zellen stimuliert, bekannt war. Neurale Vorläuferzellenbildeten auch in anderen 
Studien eine charakteristische neuronale Morphologie aus und zeigen die Expression neuronaler 
Marker wie Neurofilament oder Peripherin. Unter nativen Bedingungen differenzierten solche 
Zellen in Glia- oder Muskelzellen (Lo, Sommer et al. 1997). Ein zusätzlicher Effekt der Zugabe 
von Wachstumsfaktoren zeigte sich in einer generellen Reduktion der Gesamtzellzahl innerhalb 
der Kulturen (Abbildung 16). Morrison et al. beschrieben diesen Effekt auch bereits durch die 
Zugabe von BMP2 und FSK (Morrison, Csete et al. 2000). Die zusätzlichen 
Differenzierungseffekte von FSK, welches zur Erhöhung des cAMP-Levels führt und somit die 
Proteinkinase A (PKA) aktiviert, sind aus zahlreichen Studien bekannt. Bei der Osteogenese 
konnte FSK für die Terminierung der Zellzyklen verantwortlich gemacht werden und initiierte so 
die Differenzierung zu Osteoblasten. Dieser hochsynergistische Effekt von FSK über cAMP 
zusammen mit der BMP2-induzierten Osteogenese (Ghayor, Ehrbar et al. 2009) konnte auch auf 
eine Terminierung der Proliferation der neuronalen Stamm- und Vorläuferzellen in der 
vorliegenden Arbeit übertragen werden und wird durch verschiedene weitere Studien gestützt 
(Chalazonitis, D'Autreaux et al. 2004; Chalazonitis, Pham et al. 2008). Der Wachstumsfaktor 
FSK wird ebenfalls in vielen Studien mit neuronalen Zellen eingesetzt und beschreibt den 
positiven Effekt auf verschiedenste neuronale Subtypen (Hanson, Shen et al. 1998; Meyer-
Franke, Wilkinson et al. 1998; Lo, Morin et al. 1999; Shen, Wiemelt et al. 1999). Seine Rolle 
wurde im ZNS für noradrenerge Neurone bereits durch Reiriz et al. evaluiert. Die 
Überlebensfähigkeit wurde nicht per se angeregt, denn FSK allein reichte nicht aus, um einen 
persistenten Effekt für das Langzeitüberleben zu erzeugen (Reiriz, Holm et al. 2002). Die 
Arbeitsgruppe um Reiriz konnte die Anzahl speziell TH-positiver Neurone in Kultur aber über 
die Zugabe von NT3 (bis zu 100%) weiter anregen. Durch die Zugabe von BMP2 gelang eine 
Verbesserung der Anzahl der TH-Neurone um 96%. Jedoch gab es nur einen Faktor, der selektiv 
die Anzahl der Neurone über das Maß von BMP2/FSK  mit 223% hinaus stimulierte und das war 
GDNF mit einem Anstieg der Neuronenzahl auf 337% gegenüber der nativen Kultur. Reiriz et 
al. zeigten also eine Kombination von BMP2/FSK und GDNF als optimale 
Wachstumsfaktorenkombination für Ihre Anwendung auf (Reiriz, Holm et al. 2002). Diese 
Studie im ZNS und die vorliegende Arbeit lassen den synergistischen Effekt der beiden 
Faktoren, BMP2 und FSK, in vitro als unbedingt notwendig erscheinen. Die erhöhte Anzahl 
Neurone konnte somit durch den Mechanismus des erhöhten cAMPs, der in weiteren Studien 
88 Diskussion 
 
beschrieben wurde (Joh, Park et al. 1978; Zigmond, Schwarzschild et al. 1989) ergänzend 
charakterisiert werden.  
Eine neuere Publikation stellte vor Kurzem den synergistischen Effekt von BMP2 und GDNF 
erneut heraus. Anitha er al. zeigten für primäre, fetale, enterische Zellen eine verstärkte 
Expression von neuronalen Markern wie -Tubulin III und die Differenzierung nNOS-positiver 
Neurone in Ratten (Anitha, Shahnavaz et al. 2010). Jedoch konnten Anitha et al. keinen Effekt 
für gliale Zellen (saures Gliafaserprotein, GFAP) durch BMP2-Zugabe aufzeigen. In der 
vorliegenden Arbeit konnte eine ähnliche Anregung zur Differenzierung, wie bei den neuronalen 
Zellen auch für die glialen Zellen, durch die erhöhte Expression von S100 beschrieben werden 
(Abbildung 17). Die gliale Differenzierung könnte über den Mechanismus der Neuregulin 
Rezeptor ErB3-Stimulation durch BMP2 verursacht sein und wurde von der Arbeitsgruppe um 
Chalazonitis et al. näher beschrieben (Chalazonitis, D'Autreaux et al. 2011). Dieser Rezeptor 
wird hauptsächlich in Gliazellen exprimiert und war somit potenzieller Effektor von BMP2. 
Auch die Expression von GDNF-Rezeptor-Komponenten und die Ansprechbarkeit auf den 
Faktor selbst wird durch BMP2 verstärkt (Thang, Kobayashi et al. 2000). 
All diese beschriebenen positiven Effekte von BMP2 und FSK auf humane- oder 
Neuralleistenzellen aus Nagern, welche schlussendlich sowohl in der Erhöhung der Anzahl der 
differenzierten Neurone als auch Gliazellen liegen, konnten in der vorliegenden Arbeit gestützt 
werden. Die angestiegene Anzahl Neurone, charakterisiert durch -Tubulin III, in den Kulturen 
mit BMP2/FSK (Abbildung 17A) kann sowohldurch eine erhöhte Differenzierung begründet 
werden, als auch durch ein verstärktes Überleben isolierter, neuraler Progenitorzellen. 
Immunselektierte Neuralleistenvorläufer wurden von Chalazonitis et al. in ihrer Variabilität zur 
Ausbildung neuronaler Subtypen, durch Terminierung der Proliferation und Stimulation der 
Differenzierung, angeregt. BMP2 regte so die Entstehung dopaminerger TrkC/NT3-abhängiger 
Neuronen an (Chalazonitis, Pham et al. 2008). Die TrkC-Expression selber und damit die auch 
die Ligand-Rezeptor-Bindungsaffinität der neuralen Zellen von NT3 wird auch in sympathischen 
Neuronen durch BMP2 reguliert (Kobayashi, Fujii et al. 1998).  
Die einzelnen Subpopulationen der hier gezeigten neuralen Stimulation wurden mittels qRT-
PCR weiter untersucht, um Gliazellen und einzelne erhöhte neuronale Subpopulation speziell 
herauszustellen. Die erhöhte Genexpression einzelner Gene für neuronale Subpopulationen, wie 
Somatostatin (Som, 56fach ±70,6), Tryptophan Hydroxylase (TPH2; 22fach ± 20,98) oder des 
glialen Markers S100 (76,3fach ± 11,75), der moderaten Erhöhung der Thyrosin Hydroxylase 
(TH; 94,83fach ± 77,86) und des Neuropeptide Y (NPY; 27,9fach ± 17,98) war in Abbildung 
17B dargestellt und verhielt sich ähnlich zur Publikation von Anita et al., welche auch erhöhte 
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Expression neuronaler Subpopulationen, wie nNOS, NPY oder TH in BMP2-stimulierten 
primären, fetalen, enterischen Zellen aus Ratten aufzeigte. Auch auf die cholinerge 
Subpopulation konnten Anitha et al. keine positiven Effekte aufzeigen was durch die qRT-PCR 
Daten der vorliegenden Studie für primäre, fetale, enterische Zellen bestätigt werden konnte. 
Die Experimente der vorliegenden Arbeit stellten die differenzierungsstimulierenden Effekte von 
BMP2 und FSK für enterische Vorläuferzellen sowohl für neuronale als auch für gliale Zellen 
deutlich heraus. Die unterstützenden Einflüsse und die dahinterliegenden Mechanismen für 
Neurogenese und Gliogenese sollten in weiteren Studien untersucht und aufgeklärt werden. 
 Genauere Aussagen, welche Regulationsmechanismen innerhalb der Genexpression der 
humanen, fetalen, enterischen, neuralen Vorläuferzellen durch die Zugabe von BMP2 und FSK 
verändert waren , sollten mittels Microarrayanalyse beschrieben werden. Insgesamt waren 154 
Gene (9.12) durch die Wachstumsfaktorenzugabe differenziell reguliert. BMP2 und FSK sind 
potente Faktoren, um das Zellmillieu und die Phänotypypisierung für enterische neurale Zellen 
zu verändern. Explizite Veränderungen im BMP-Pathway blieben jedoch bis auf das ID3 Gen 
(Homo sapiens inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein) aus. Die 
Gruppe der ID Gene sind konstitutiv in murinen und humanen hämatopoetischen Zellen 
exprimiert (Kreider, Benezra et al. 1992; Lister, Forrester et al. 1995; Cooper, Brady et al. 1997; 
Buitenhuis, van Deutekom et al. 2005; Leeanansaksiri and Dechsukhum 2006; Jankovic, 
Ciarrocchi et al. 2007; Martin, Woll et al. 2008) und sind bekannte Ziele von Knochen-
modifizierendem Proteinen 2 (BMPs) (Hong, Lee et al. 2011). ID3 speziell ist ein zentrales 
Downstrean-Targetdes BMP2 pathway. Eine bedeutende Rolle kommt ID3 in der Inhibierung 
von Zelldifferenzierung (Melnikova and Christy 1996) und in der Förderung von Zellwachstum 
(Tsuchiya, Okaji et al. 2005) zu. Ein besonderes Augenmerk haben wir bei der Analyse auf die 
Gengruppe „Neurale Aktivitäten“ gelegt. Die Regulation dieser Gruppe zeigte einen sehr hohen 
Anstieg in der Genexpression für DTNA  (Dystrobrevin, alpha), was eine Schlüsselkomponente 
von Membranstrukturen ist (Ahn and Kunkel 1993; Sadoulet-Puccio and Kunkel 1996). 
Wahrscheinlich interagiert es direkt mit Dystrophin selber (Suzuki, Yoshida et al. 1995) und 
gehört, wie Utropin und Dystrophin-gekoppeltes Protein 2 (DRP2), der Dystrophin-Familie an. 
Die Beweise für eine Kolokalisation (Carr, Fischbach et al. 1989), ein assoziiertes Vorkommen 
(Wagner, Cohen et al. 1993; Peters, Adams et al. 1997) und biochemische Verknüpfungen 
(Suzuki, Yoshida et al. 1995) unterstützen die Idee direkter Assoziation von -Dystrobrevin und 
Dystrophin. Dystrophinexpression ist eng an Muskel und Nervengewebe gekoppelt. Als Teil 
synaptischer Membranen ist Dystrobrevin geeignet, um Prozesse der Membranformation an 
postsynaptischen Membranen und an neuromuskulären Synapsen zu verändern (Yeadon, Lin et 
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al. 1991; Blake, Nawrotzki et al. 1996; Sadoulet-Puccio and Kunkel 1996). Beide Gene 
zusammen betrachtet zeigen eine Tendenz zur Erhöhung neuraler Aktivität. Diese Beispiele aus 
der Literatur können somit die Effekte der hier gezeigten Daten bestärken. 
ATOH8 (atonal homolog 8 (Drosophila), welches auch in der GO-Kategorie „Neurale 
Aktivitäten“ vorkommt, ist ein proneurales Gen und weiterhin ein Helix-loop-helix-
Transkriptionsfaktor. Die beiden sequentiell ablaufenden Prozesse der Neurogenese: initiale 
Deteminierung der Zellen in die neuronale Linie und die anschließende neuronale 
Differenzierung und Reifung, werden von Helix-loop-helix-Transkriptionsfaktoren kontrolliert 
(Anderson 1997; Kageyama and Nakanishi 1997; Lee 1997; Guillemot 1999; Hassan and Bellen 
2000). ATOH8 wird auch als HATH6 bezeichnet, welches in endothelialen Zellen, Lunge, 
Leber, Niere und in Dünn-und Dickdarm in vivo exprimiert wird (Wasserman, Mehraban et al. 
2002). Die Gruppe der scherkraft-assoziierten Proteine, zu der HATH6 gehört, beinhaltet auch 
Mitglieder wie HATH1, die NeuroD- und Neurogenin-Familie (Wasserman, Mehraban et al. 
2002). Das murine Homolog zu HATH6, Math6, wurde als erstes in neuralen Vorläuferzellen 
und in der ventrikulären Zone des Gehirns nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass es die 
Determinierung des sich entwickelnden Nervensystems stimuliert und die Differenzierung und 
Reifung von Neuronen anregte (Inoue, Bae et al. 2001). So spiegelte die Regulation des ATOH8-
Gens durch BMP2/FSK, die Wirksamkeit der Wachstumsfaktoren indirekt wieder und zeigte 
einen hintergründigen Mechanismus der verstärkten neuronalen Differenzierung in der 
vorliegenden Studie auf. Einige Schlüsselgene, welche in den Prozess der Zelldifferenzierung 
involviert waren, zeigten sich also differentiell reguliert. Gestützt durch Veränderung für die 
Gen-Gruppe „Antwort auf externe Stimuli“, die auch mit Wachstumsfaktorenzugabe korreliert 
werden kann, ergaben klare Regulationen und Änderungen der Genexpressionslevel. Dennoch 
wiesen die fetalen, humanen Populationen in der vorliegenden Studie, mitkleinen n-Zahlen 
(n=3), eine gewisse Varianz innerhalb der Proben auf. Die Individualität der Zellen in der 
Ausgangskonstitution und die Ansprechbarkeit auf die Faktoren wiesen, entgegen der 
Erwartung, eine deutliche Heterogenität auf (Abbildung 19). Die vorgelegten Daten dieser Arbeit 
(immunhistochemische und qRT-PCR-Daten, ergänzt durch Microarray-Analysen) zeigen, dass 
BMP2 und FSK potente Werkzeuge sind, um die Differenzierung in neurale Zellen in vitro zu 
unterstützen. Der finale Phänotyp der Neurone jedoch wird wahrscheinlich durch 
Konzentrationsabhängigkeiten der Faktoren selber und anderen Stimulatoren des lokalen Milieus 
zusätzlich beeinflusst. Starke Proliferation umgebender Zellen und somit eine direkte 
Konkurrenz um freie Areale oder Versorgungsfaktoren können ebenso eine Rolle spielen wie 
freigesetzte Substanzen anderer Zelltypen.  
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Die hier dargestellten Daten lassen die Vermutung anstellen, dass für humane in vitro Kulturen 
bereits entschlüsselte in vivo- oder in vitro-Mechanismen nicht ausreichen oder unzureichend 
charakterisiert sind, um sie 1:1 zu übertragen. Es sollten für jeweils auszutestende Faktoren 
Dosis-Wirkungsbeziehungen angefertigt werden und diese in geeigneten stabilen und 
standardisierten Zellsystemen weiter evaluiert werden. 
 
Funktionelle Analyse differenzierter, humaner, fetaler, enterischer Zellen über Patch-Clamp-
Technik und Whole Cell-Ableitung 
Die gezielte Differenzierung neuronaler, natriumkanalexprimierender, also funktioneller 
Neurone gelingt nicht in allen Studien und ist daher Gegenstand der Forschung. Das Supplement 
B27 ist ein kommerziell erhältliches und in der Differenzierung neuronaler Zellen weit 
verbreitetes Supplement. Dieser Faktoren-Cocktail aus 27 Einzelsubstanzen, enthält laut 
Hersteller Vitamine, Hormone, Wachstumsfaktoren inklusive Insulin, Transferrin, Catalase, 
Superoxid Dismutase, Antioxidantien und Fettsäuren. Für eine Differenzierung neuraler 
Vorläuferzellen enthält das Supplement zusätzlich Vitamin A. In der vorliegenden Arbeit gelang 
es, durch Wegnahme des Supplements in den Differenzierungsexperimenten, die Ausbildung 
natriumkanalexprimierender, funktioneller Neurone tendenziell zu verbessern, wobei aufgrund 
niedriger n-Zahlen keine robuste Statistik möglich war. Neuronenspezifische Natriumkanäle 
konnten in vielen Studien zuvor bereits in embryonalen und adulten neuronalen Stammzellen 
von Nagern und Menschen nachgewiesen werden (Vescovi, Reynolds et al. 1993; Kulkarni, Zou 
et al. 2011), jedoch ist eine systematische Untersuchung der Kanaldichten und -stärken kaum 
evaluiert. Einige Studien visualisieren ihre elektrophysiologischen Daten und publizieren 
ausgemessene Kanalströme, wie in der Arbeit von Vescovi et al.. In dieser Arbeit wurden aus 
embryonalen, neuronalen Mausstammzellen Neurone differenziert (Vescovi, Reynolds et al. 
1993).  
Die Kultivierungsbedingungen in den Studien enthalten häufig B27. In der vorliegenden Arbeit 
gelang es, die Natriumkanaldichte zu erhöhen, indem die Kulturen in der Differenzierung kein 
B27 enthielten (Abbildung 22).  
Eine Studie von Coste et al. zeigte die erfolgreiche Ausdifferenzierung von 
natriumkanalexprimierenden Neuronen aus enterischen Progenitoren bei Ratten, wobei auch dort 
B27 in der Kultur fehlte (Coste, Osorio et al. 2004). Balasubramaniyan und sein Team konnten, 
unter Zusatz von B27, aus embryonalen, neuronalen Mausstammzellen des ZNS, zwar 
morphologisch und immunhistologisch bestätigt, 20% ausdifferenzierte Neurone generieren, 
dennoch exprimierten die neuronalen Zellen in der elektrophysiologischen Untersuchung keine 
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funktionellen Natriumkanäle. Die Arbeitsgruppe um Balasubramaniyan diskutierte weitere 
Studien aus dem ZNS-Bereich, in denen natriumkanalexprimierende, funktionelle Neurone aus 
neuronalen Stammzellen (NSCs) differenziert wurden. Sie stellten sekundäre Effekte, wie 
Serumzugabe oder Substanzen von anderen in den Kulturen enthaltenen Zellen, wie z.B. 
Astrozyten als Ursache zur Diskussion (Balasubramaniyan, de Haas et al. 2004). Die Stimultion 
mittels B27 und dem darin enthaltenen Faktorenmix stand jedoch nicht im Fokus der Arbeit. Für 
den Bereich der isolierten, humanen, enterischen, neuralen Progenitorzellen gibt es einige 
Studien von Metzger et al.. In diesen Untersuchungen wurde das Supplement B27 nur in der 
ersten Nacht, direkt nach der Präparation der humanen Darmproben dazugegeben und danach 
nicht mehr verwendet (Metzger, Bareiss et al. 2009). Es gelang ihnen nach der Expansion und 
einer anschließenden, vierwöchigen Differenzierung eindeutig, neuronenspezifische 
Natriumkanäle zu detektieren und bei 16 von 28 analysierten Zellen darzustellen. Chen et al. 
evaluierten sogar in einer Studie den Einfluss einzelner Bestandteile des B27-Cocktails und 
beobachtete die gesteigerte Ausbildung von Synapsen und postsynaptischen Antworten in 
Kulturen ohne den entsprechenden Zusatz. Weiterhin diskutierte die Arbeitsgruppe die starke 
Variabilität des komerziell erhältlichen Zusatzes und deren Chargenunterschiede. Das 
Vorhandensein und das Fehlen von B27 wurden in gleichen Zellansätzen deutlich dargestellt und 
diskutiert. Die Ausbildung von Nervenzellfortsätzen in hippocampalen Kulturen der Ratte gelang 
deutlich besser mit einer älteren Charge des B27-Supplements. Weiterhin wurde das Überleben 
aufgereinigter retinaler Ganglien-Kulturen untersucht und ein signifikanter Abfall bei den 
Kulturen mit B27 Zusätzen aus den Jahren 2004-2007 aufgezeigt. Die vergleichende Kultur 
wurde im äquivalenten experimentellen Design behandelt, nur dass dort ein älteres B27-
Supplement verwendet wurde (Chen, Stevens et al. 2008).  
In der vorliegenden Arbeit gelang der Beweis, dass sich sowohl TTX-senstitive (Na 1.1, Na 1.2, 
Na 1.3, Na 1.4, Na 1.6, Na 1.7), wie auch -insensitive (Na 1.5, Na 1.8, Na 1.9) Kanäle innerhalb 
der neuronalen Zellen verstärkt ohne B27 ausbildeten. Erkennbar war dies, durch die nicht-
vollständige, aber stark ausgeprägte Blockierung der Ströme durch TTX-Zugabe (Abbildung 
23D). Aus der Literatur sind bereits die Natriumkanäle Na 1.2, Na 1.3, Na 1.6, Na 1.7, Na 1.8 
und Na 1.9 mit dem Nager- oder dem humanen ENS assoziiert und konnten beschrieben werden 
(Tabelle 2). Diese Daten konnten durch die vorliegende Studie gestärkt werden. Es gab für die 
Plexusstruktur des Colons keinen Nachweis des Kanaltyps Na1.4, jedoch konnte das 
Vorhandensein des Natriumkanals Na 1.5 in den kindlichen Ganglienstrukturen nachgewiesen 
werden. Diese Daten wurden in der Studie zu den Analysen der veränderten Genexpressionen 
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neuraler Zellen im kindlichen und gealterten humanen ENS erhoben (5.4.1) und lassen sich mit 
dem Alter der Patientenproben der hier dargestellten Daten korrelieren (Tabelle 6).  
Insgesamt wird eine Rolle des Supplements B27 auf die Ausbildung von funktionellen, 
neuronalen Zellen, welche Natriumkanäle exprimieren, in der vorliegenden Arbeit untermauert 
und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
 
Analyse veränderter Genexpression im postnatalen, humanen gealterten ENS 
Der Verlust neuronaler Zellen während des Alterns war aus dem ZNS bereits bekannt (Lee, 
Weindruch et al. 2000; Finch 2003). Für das enterische Nervensystem gibt es morphologische 
Befunde, dass die Verringerung der Anzahl der enterischen Neurone innerhalb der Plexus des 
distalen Colons relativ früh, bereits mit dem vierten Lebensjahr einsetzt (Wester, O'Briain et al. 
1999). Im Plexus myentericus wird weiterhin zwischen 20-35 und 65 Lebensjahren eine totale 
Reduktion der Neurone um 37% beschrieben (Gomes, de Souza et al. 1997). Generell jedoch 
sind morphologische Studien des humanen alternden ENS bislang unzureichend im Vergleich 
mit Untersuchungen aus Nagern. 
Die vorliegende Arbeit unterstützt einige Daten zum generellen Verlust neuronaler Zellen im 
alternden ENS (Santer and Baker 1988) und bestärkt Studien, welche aufzeigen, dass dieser 
Verlust sich auf bestimmte neuronale Populationen beschränken könnte (Wu, Van Nassauw et al. 
2003; Thrasivoulou, Soubeyre et al. 2006). Bereits 2010 etablierte die Gruppe um Böttner et al. 
die Lasermikrodissektion als hochselektive Isolationsmethode für das ENS beim Menschen 
(Bottner, Bar et al. 2010). Neu an der vorliegenden Studie ist allerdings, dass auf Basis der 
untersuchten Gewebe eine spezifische und aussagekräftige, vergleichende Analyse speziell für 
das ENS von Kindern und gealterten Patienten ermöglicht wurde. 
Durch Hanani et al. gab es 2004 eine Humanstudie zur Veränderung der Morphologie von 
Ganglien im Alter. Sie bewiesen, dass im Alter ein Größerwerden von Ganglien durch das 
Entstehen von Kavitäten zwischen den einzelnen Zellen auftritt (Hanani, Fellig et al. 2004), was 
in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet bzw. im Detail untersucht wurde. 
Für das ENS schien in der Ratte eine altersabhängige Degeneration nicht auf eine spezielle 
Population beschränkt. Santer und Baker beobachteten einen Abfall in der Anzahl neuronaler 
Zellen aller Größen und Morphologien (Santer and Baker 1988). Je stärker nun aber 
immunhistologische Methoden etabliert wurden, umso mehr Möglichkeiten hatte man, einzelne 
Zellpopulationen genauer zu untersuchen. Es zeigte sich somit, dass einige Phenotypen in der 
Ratte wohl weniger anfällig für neurodegenerative Prozesse waren als andere und dass es 
Unterschiede in den Abschnitten des Darmes gab. Eine der ersten immunologischen Studien 
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illustrierte so einen Rückgang in den SP-, Som- und VIP-positiven Fasern im alternden 
Dünndarm von Ratten (Santer and Baker 1988) und wird durch eine neuere Studie gestärkt 
(Phillips and Powley 2001).  
Einer weiterer nicht-adrenerger, nicht-cholinerger, inhibitorischer Neurotranmitter ist NO. Über 
eine Freisetzung von Zellen des Plexus myentericus ist es für die Relaxation der Muskulatur im 
Darm und somit für die Motilität mitverantwortlich. Im alternden Ratten- Colon wurde ein 
signifikant reduzierte Anzahl (> -50%) NOS-positiver Zellen bereits im Jahr 2000 durch 
Takahashi et al. nachgewiesen (Takahashi, Qoubaitary et al. 2000). Eine auftretende 
Darmträgheit im Alter konnte somit auch für den Menschen angenommern werden. Mittels 
lasermikrodissektierter Proben und der gekoppelten Genexpressionsanalyse konnte durch die 
vorliegende Studie eine signifikante Herunterregulation des Gens für nNOS im humanen Plexus 
myentericus der gealterten Patienten (70-95 Jahre) bewiesen werden (Abbildung 26). Hingegen 
war in der Studie von Cowen et al. im Ileum von Ratten keinerlei altersbedingte Veränderungen 
in der NOS-positiven Zellpopulation zu erkennen (Cowen, Johnson et al. 2000) und für humanes 
Gewebe fehlt auch weitere stützende Literatur.  
Seit ca. 30 Jahren existiert eine Tendenz zur differenziellen Betrachtung einzelner 
Subpopulationen von neuronalen Zellen, da es scheinbar nicht nur Unterschiede in der 
Anfälligkeit von degenerativen Prozessen sondern auch im Zeitpunkt des Beginns der 
Degeneration gibt. Auch die vorliegende Arbeit ließ für humane Proben eine Varianz in der 
differenziellen Genexprsssion im Alter aufzeigen. Der Pan-neurale Marker p75 und pan-
neuronale Marker Ret zeigten eine signifikante Herabregulationen (P = 0,038, P = 0,016) der 
Gene an. Die Genexpression für das Enzym zur Synthese von NO, die nNOS, war ebenfalls im 
Alter signifikant reduziert, während ChaT-positive Neurone unverändert blieben. Die Literatur 
aus Nagern hingegen hatte die Rolle der altersbedingt veränderten Genexpression von ChAT 
bislang sehr hoch bemessen (Roberts, Gelperin et al. 1994; Cowen, Johnson et al. 2000; Phillips, 
Kieffer et al. 2003) und Indikationen für die Degeneration cholinerger Neurone im Alter 
aufgezeigt (Wu, Van Nassauw et al. 2003; Thrasivoulou, Soubeyre et al. 2006). Die 
Arbeitsgruppe um Phillips et al. stellte in der genannten Nagerstudie eine generelle 
Verkleinerung der Population der neuralen Zellen im ENS fest. Der Plexus Myetnericus war 
deutlich verändert und das Colon stärker betroffen als der Dünndarm. Die Population wurde 
durch immunhistochemische Färbungen näher charakterisiert und cholinerge Neurone waren in 
den älteren Tieren deutlich dezimiert. Es gelang Phillips et al., den Verlust ChAT-positiver 
Neurone bei 24-Monate-alten Ratten nachzuweisen und stellte sogar die These auf, dass die 
altersbedingte Degeneration sich ausschließlich auf cholinerge Neurone beschränken würde. Für 
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das humane ENS lässt sich das so bislang nicht bestätigen. Bei den TH-positiven Zellen ließ sich 
durch die hier durchgeführten Untersuchungen eine Tendenz zur Reduktion der Genexpression 
erkennen, jedoch nicht statistisch verifizieren. 
Phillips et al. hatten in gealterten Ratten ferner eine Herabregulation der S100-positiven Zellen 
nachgewiesen und diskutierte die enge Interaktion und gleichmäßige Abnahe der neuronalen und 
glialen Zelltypen (Phillips, Kieffer et al. 2004). Für den Menschen ließ sich diese These jedoch 
nicht direkt übertragen, denn die vorliegende Studie berichtet über eine signifikante 
Heraufregulation des Gens für den glialen Markers S100 (Abbildung 26, P = 0,038) und 
immunfluoreszenztechnische Daten (Abbildung 29) stützen diesen Befund. Das konnte so noch 
in keiner anderen Studie berichtet werden. Gliazellen dienen nicht nur der strukturellen 
Ergänzung der Neurone, sondern sie haben auch metabolisch, trophische und protektive 
Aufgaben haben (Gershon and Rothman 1991; Cabarrocas, Savidge et al. 2003; Ruhl, Nasser et 
al. 2004; Nasser, Ho et al. 2006). Durch die vorliegende Arbeit wurden die differenziellen 
Genexpressionen dargestellt und z.T. mit immunzytochemischen, auf Proteinebene basierenden 
Daten, korreliert. Scheinbar geht die signifikant herabregesetzte Genexpression der neuralen 
bzw.neuronalen Gene (Abbildung 26) mit einer Verringerung der Anzahl der Zellen einher. Dies 
kann für p75 angenommern werden (Abbildung 28), wird aber für die Subpopulation der NOS-
positiven Neurone durch die vorliegenden Daten der NADPH-Diaphorase-Färbung der 
Patientenproben und der signifikanten Verringerung der Zellzahl im Alter (Abbildung 27) 
zweifelsfrei bewiesen. Die signifikante Heraufregulation der Genexpression für S100 in 
gealterten Patientenproben konnte durch die Daten der Genexpressionsanalyse dargestellt 
werden und wird ebenfalls durch immunzytochemische Daten gestützt (Abbildung 29). Es 
könnte also sein, dass der Verlust neuronaler Zellen durch eine Heraufregulation der Anzahl der 
glialen Zellen kompensiert wird. Dieser Regulationsmechanismus wurde noch nie beschrieben 
und könnte Gegenstand weiterer Forschungen werden. 
Die Betrachtung der Natriumkanäle diente der genauen Bestimmung der Kanaltypen im Plexus 
myentericus des Colons und eventueller Veränderungen im Alter. Derzeit werden 
pharmakologische Therapeutika für gastrointestinale Erkrankungen mit dem Ziel anderer 
Rezeptoren, wie Serotonin-, Muskarin-, Dopamin- oder Motilin- Rezeptoren, hergestellt (De 
Giorgio and Camilleri 2004). Die Gruppe der Natriumkanäle, welche durch die vorliegende 
Studie hochselektiv für den Nervenplexus und das Muskelgewebe bestimmt wurden, bietet eine 
weitere potente Gruppe von pharmakologischen Therapeutika. Insgesamt konnten, bis auf den 
Natriumkanal 1.4, alle Kanäle im ENS nachgewiesen werden. Weiterhin konnte der Schluss 
gezogen werden, dass die Natriumkanäle, welche verstärkt im ZNS vorkommen, auch im ENS 
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stark vertreten sind. Die Natriumkanäle Na 1.1, Na 1.5, Na 1.6 und Na 1.8 waren in ihrer 
Genexpression auf das ENS begrenzt und im Muskelgewebe des Colons nicht nachweisbar. Bei 
den Kanälen Na 1.1 und Na 1.5 kann durch die vorgelegten Befunde sogar eine 
Herabregulationen im Alter vermutet werden (Tabelle 10). Aus der Literatur sind bereits einige 
Natriumkanäle mit dem ENS assoziiert und wurden z.B. von Bartoo et al. oder Sage et al. im 
Meerschweinchen charakterisiert (Hanani, Francke et al. 2000; Bartoo, Sprunger et al. 2005; 
Sage, Salin et al. 2007). Enterische Neurone wurden zuerst von Hanani et al. durch das 
Vorhandensein von Na 1.2, 1.8 und 1.9 im Dünndarm ENS charakterisiert. Danach gelang es 
einigen Wissenschaftlern über RT-PCR und Elektrophysiologie den Kanaltyp 1.9 mit dem ENS 
zu korrelieren (Rugiero, Mistry et al. 2003). Die vorliegende Arbeit zeigt eindeutig das 
Vorhandensein des Natriumkanals Na 1.1 innerhalb der Plexusstrukturen aber nicht der 
Muskelpräparate auf. Bartoo et al. gelang es hingegen nicht, diesen Kanal im Darm von 
Meerschweinchen nachzuweisen,  während die Genexpressionsnachweise für die Kanäle 1.2, 
1.3, 1.6 und 1.7 in der tunica muscularis positiv ausfielen. Die Muskelschicht enthält jedoch den 
Plexus myentericus und somit war in der Studie von Bartoo et al. bis dahin nicht geklärt worden, 
ob die Natriumkanäle muskulärer oder neuronaler Herkunft waren. Durch 
Immunfluoreszenzuntersuchungen gelang es, der Gruppe jedoch auch auf Proteinebene die 
Kanäle Na 1.2, 1.3 und 1.6 spezifisch für die Region des Plexus myentericus nachzuweisen 
(Bartoo, Sprunger et al. 2005). Für den Kanal 1.6 sind auch ähnliche Ergebnisse für weitere 
Nager bekannt (Raman, Sprunger et al. 1997; Krzemien, Schaller et al. 2000; Tzoumaka, 
Tischler et al. 2000). Die eindeutige Lokalisation für den Kanaltyp Na 1.7 gelang in den 
genannten Studien aber nicht. Erst die Wissenschaftler um Sage et al. konnten über In Situ 
Hybridisierung Na 1.7 und Na 1.3 spezifisch in den Neuronen des Plexus myentericus des Colon 
von Nagern nachweisen, was sich durch die vorliegende Studie auf den Menschen übertragen 
ließ. Für die Typen Na 1.1, 1.2 und 1.6 konnte die genannte Studie jedoch keinen Beweis 
erbringen. Über immunologische Untersuchungen wurden die Funde durch die Arbeitsgruppe 
verifiziert (Sage, Salin et al. 2007).  
Der Natriumkanal 1.5 konnte bereits im Darm nachgewiesen werden, jedoch  in der jejunalen 
glatten Muskulatur (Ou, Gibbons et al. 2002). Na 1.4 und 1.5 wurden für weitere 
Muskelpräparationen im GI-Trakt charakterisiert (Deshpande, Wang et al. 2002; Ou, Gibbons et 
al. 2002) was jedoch durch die vorliegende Arbeit nur für den Kanaltyp 1.4 und auch nur in den 
kindlichen Proben bestätigt wurde. Der Kanal 1.9 konnte in zwei der Kinder im Muskel 
nachgewiesen werden. Da in der Arbeit von Ou et al., in welcher  Na 1.9 für Muskelpräparate im 
Colon gezeigt wurde, aber kein Alter der Patienten angegeben wurde, konnte es möglich sein, 
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dass die Natriumkanalexpression für 1.9 sich auf kindliche Alter innerhalb der Darmmuskulatur 
beschränkt. 
Die vorliegende Arbeit kann die einbezogenen Studien größtenteils bestätigen. Alle 
Natriumkanäle, außer Na 1.4, konnten innerhalb des ENS nachgewiesen werden. Der 
Natriumkanal Na 1.8 konnte bisher nicht durch Studien mit dem ENS in Verbindung gebracht 
werden (Rugiero, Mistry et al. 2003) und wurde in der vorliegenden Studie auch nur in einer der 
evaluierten Proben im Plexus eines gealterten Patienten nachgewiesen. Die bisher publizierten 
Ergebnisse stützten sich nicht auf hochselektiv isolierte Gewebe wie bei den hier gezeigten 
Versuchen, sondern meist auf immunologische Färbemethoden. Weiterhin sind in der Literatur 
keine vergleichenden Untersuchungen aus dem Menschen bekannt, welche den Altersaspekt mit 
einbeziehen.  
Die Variabilität des ENS des Menschen, die verschiedensten bekannten Pathogenesen, die 
Phenotypisierung der einzelnen Subpopulationen und ihrer Veränderungen bestätigen auch eine 
hohe Wahrscheinlichkeit für altersabhängige Veränderung in der Expression von 
Natriumkanälen. Eventuell könnten so auch Veränderungen der Ausprägung von 
Aktionspotenzialen und somit der Motilität des alternden Darms besser verstanden werden. Für 
die Natriumkanäle 1.1 und 1.5, welche sich ganz klar in ihrer Expression von der Muskulatur 
abgrenzen, wird durch die vorliegende Studie eine Herunterregulation im Alter angenommen 
und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Obwohl bisher intestinalen 
Natriumkanälen scheinbar kaum Aufmerksamkeit gewidmet wurde oder sie bei Nagern nicht 
nachgewiesen werden konnten, könnten solche Veränderungen Ursachen für Pathogenesen sein 
und sollten stärker in den Fokus der gastrointestinalen Forschung treten. 
 
In vivo Transplantationsstudie von postnatalen, humanen, enterischen Progenitoren 
Fehler in der ENS-Entwicklung oder andere Störungen des Darmmillieus gehen meist mit einem 
Verlust oder einer Dysfunktion von neuronalen Populationen oder des gesamten ENS einher. Ein 
komplettes Fehlen des ENS über weite Strecken kennzeichnet die best charakterisierte und 
zugleich häufigste, enterische Neuropathie, den Morbus Hirschsprung. Andere 
Motilitätsstörungen, wie  Achalasie, Pylorusstenose oder diabetische Magentonie sind durch das 
Fehlen inhibitorischer Motorneurone gekennzeichnet und die Relaxation der Darmwand fehlt 
komplett (De Giorgio and Camilleri 2004). Eine nahezu unlimitierte Entnahme humaner, 
enterischer Progenitorzellen stellte eine Studie der Arbeitsgruppe um Metzger et al. in Aussicht. 
Sie nutzten die minimalinvasive Methode der Endoskopie und untersuchten die isolierten und 
expandierten Progenitorzellen sowohl in vitro als auch in ovo (Metzger, Caldwell et al. 2009). Es 
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gelang Metzger et al., neurale Vorläuferzellen in aganglionäre Darmabschnitte von 
Hünerembryonen zu transplantieren und sie beobachteten das Ausbilden ganglienähnlicher 
Strukturen und das Differenzieren der Vorläuferzellen in Neurone und Glia. Die erfolgreiche 
Besiedelung der aganglionären Bereiche des Hühnerembryos mit neuralen Vorläuferzellen und 
weitere Erfahrungen aus dieser Studie wurden auf die vorliegende Arbeit teilweise übertragen. 
Murine Modelle für die Darstellung der Aganglionose der Hirschsprungschen Krankheit zeigen 
keine oder geringe postnatele Überlebensdauer, sind schwer zu züchten und zeigen hohe Raten 
an Kannibalismus (Kapur, Yost et al. 1992; Pavan, Liddell et al. 1995). Ein geeignetes Modell 
zur Simulation einer Aganglionose stellt die Behandlung mit Benzalkoniumchlorid (BAC), über 
einen  gewissen Zeitraum, dar. Eine Reduktion der NOS-positiven Zellen, wie bei Hanani et al. 
konnte mittels NADPH-Diaphorase (Abbildung 34) bestätigt werden (Hanani, Ledder et al. 
2003). Der Schaden wurde bei Hanani ebenfalls auf Ebene der NOS-Neurone festgestellt und 
bestätigte so die induzierte Schädigung in der Ebene des Plexus myentericus (Abbildung 5). 
Dennoch stützten wir uns in der vorliegenden Arbeit nicht nur auf die Elimination der NOS-
Neurone, bewiesen durch eine histologische Färbung, sondern befanden es ebenfalls als wichtig, 
die Funktionalität nach der Schädigung zu überprüfen. Mittels Organbaduntersuchungen wurde 
die im Vergleich mit der Literatur doch sehr niedrige BAC-Konzentration (0,01%) evaluiert und 
so konnteeine moderate Wirkung des niedrigkonzentrierten Benzalkoniumchlorides durch eine 
herabgesetzte Fähigkeit zur Kontraktion in dem hier genutzten Mausmodell bestätigt werden. 
Weitere Studien sollten ebenfalls stärker auf funktionelle Aspekte bei der Anwendung dieses 
Maus-Modells ausgelegt sein. Die hohen verwendeten Konzentrationen aller genannten Studien 
von ca. 0,5% BAC lassen sich in der vorliegenden Arbeit weder bestätigen noch genau erklären. 
Die Anwendungen einer BAC-Konzentration von 0,05% über den Zeitraum von 20 min. zeigten 
deutlich phänotypische Veränderungen des Darmabschnittes und eine massive Mortalität der 
behandelten Tiere. Die meisten Tiere verstarben innerhalb von zwei Tagen (22 von 28). Die 
Reduktion der Konzentration auf 0,01% BAC brachte eine Verbesserung der Überlebensrate (7 
von 28 starben) und zeigte auch nach vier wöchiger Haltung der Tiere, trotz der intrinsischen 
Regeneration des Gewebes selbst, deutliche funktionelle Defekte sowie die Reduktion der 
nNOS-positiven Zellen in der NADPH-Diaphorase-Färbung. Die resultierende 
Muskelschichtverdickung, welche in der Literatur häufig als Folge einer BAC-Behandlung 
beschrieben wurde (Fox, Epstein et al. 1983; Fox and Bass 1986; Dahl, Bloom et al. 1987; 
Herman and Bass 1989; Luck, Dahl et al. 1993; Deniz, Kilinc et al. 2004; Geisbauer, Wu et al. 
2011; Pan, Zheng et al. 2011; Geisbauer, Chapin et al. 2012) konnte in der vorliegenden Arbeit 
ebenfalls aufgezeigt werden (Abbildung 35) und unterstützt die Daten zur Schädigung des ENS. 
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Der genaue Mechanismus dieser Muskelschichtverdickung ist noch ungeklärt, es wird allerdings 
angenommen, dass sich das ebenfalls geschädigte Muskelgewebe schnell regeneriert und so 
bereits fünf Tage nach der Behandlung sowohl duch Hyperplasie, als auch durch Hypertrophy 
verdickt ist (Holle and Forth 1990). Die Verdickung der Muskulatur um 38,8 µm zu (P = 0,138) 
bestätigte somit indirekt eine ausreichende und effektive Behandlung mit BAC, um einen 
moderaten Gewebeschaden zu generieren. Jedoch sollte der Einfluss einer hypertrophierenden 
Muskelschicht auf das Migrationsverhalten der transplantierten Vorläuferzellen Gegenstand 
weiterer Analysen sein.  
Das massive Ansprechen der CD-1 Nacktmäuse in der vorliegenden Studie auf die Behandlung 
mit BAC lässt sich wahrscheinlich zum einen durch die Art der Mäuse selbst und ihrem geringen 
Immunstatus mit einhergehender geringer Widerstandsfähigkeit oder durch eine stärkere 
Persistenz der Lösung im Gewebe erklären.  
Schon vor einigen Jahren erkannte man die Möglichkeit, durch das Überleben von 
Neuralleistenzellen in postnatalem oder adultem Darm, auch aus gesunden Regionen des Darms 
erhaltene Stammzellen autolog in eine geschädigte Region des Darms transplantieren zu können 
(Kruger, Mosher et al. 2002; Bondurand, Natarajan et al. 2003; Suarez-Rodriguez and Belkind-
Gerson 2004). In Xenotransplantations- und Organkulturexperimenten wurde das Potenzial der 
Neuralleistenzellen in vitro untersucht und als eine vielversprechende Quelle für zelluläre 
Therapeutika bei Motilitätsstörungen des Darms aufgezeigt (Stemple and Anderson 1992; Gritti, 
Parati et al. 1996; Burns, Pasricha et al. 2004; Micci, Kahrig et al. 2005; Rauch, Hansgen et al. 
2006; Almond, Lindley et al. 2007; Gershon 2007; Mosher, Yeager et al. 2007; Liu, Zhang et al. 
2011). Geweberegeneration durch logistische, ebenso wie ethische Probleme bei Therapien mit 
embryonalen Stammzellen, könnten so umgangen und gelöst werden. Bereits Micci et al. gelang 
es, durch die Transplantation embryonaler, muriner ZNS-Stammzellen in den Magen von  
nNOS
-/-
-Mäusen die Generierung neodifferenzierter nNOS-positiver, neuronaler Zellen und eine 
funktionelle Verbesserung der Magenentleerung nachzuweisen. Der Mechanismus blieb aber 
ungeklärt und so konnten auch endogene oder entzündliche Veränderungen eine Rolle gespielt 
haben. Weiterhin wurden die Tiere nur über einen Zeitraum von einer Woche untersucht und 
Langzeiteffekte blieben auch bei Micci et al. ungeklärt. Die erfolgreiche Transplantation von  
neuralen Vorläuferzellen aus dem Nager-ENS in ein aganglionären Darmabschnitt bei Nagern  
gelang auch Geisenbauer et al.(Geisbauer, Wu et al. 2011). Das BAC-Applikations-Modell 
(BAC = 0,1%, 30 min.) zur Schädigung des ENS wurde auch in dieser Studie erfolgreich 
eingesetzt und charakterisiert. Die erfolgreiche Ausbildung ganglienähnlicher Strukturen, durch 
die transplantation enterischer, neuraler Vorläuferzellen aus Nagern in ein aganglionären 
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Darmabschnitt konnte durch Geisbauer und Kollegen erstmals bewiesen werden und wurde 
durch die Arbeitsgruppe um Pan et al. in einer ähnlichen Arbeit bestätigt (Pan, Zheng et al. 
2011). In einer weiteren veröffentlicheten Studie (Martucciello, Brizzolara et al. 2007) waren die 
Transplantationen auch Auslöser für starke immunologische Reaktionen und positive Effekte der 
transplantierten Zellen in aganglionäre Gebiete könnten eventuell auch eine Reaktion auf 
immunologische Prozesse gewesen sein. Hingegen in der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere 
über einen Zeitraum von vier Wochen beobachtet und zeigten, im Vergleich zu den Tieren mit 
geschädigtem ENS ohne transplantierte humane, enterische Vorläuferzellen, nach diesem 
Zeitraum deutliche funktionelle Verbesserungen. Anzeichen für entzündliche Veränderungen 
durch Ausflüsse, Geruch oder auch durch verstärktes Einwandern immunkompetenter Zellen in 
die transplantierten Areale konnten weder in der makroskopischen noch in der mikroskopischen 
Analyse beobachtet werden, standen aber nicht im Zentrum der Analyse und wurden daher nicht 
gesondert untersucht. 
Funktionelle Verbesserung in aganglionären Darmabschnitten durch die Transplantation 
humaner ENS-Vorläuferzellen wurde in vitro von Lindley et al. gezeigt (Lindley, Hawcutt et al. 
2008) und konnte durch die vorliegende Arbeit bestätigt werden. Im Gegensatz zur hier 
durchgeführten Analyse verwendete die Gruppe um Lindley et al. neonatale, isolierte 
Vorläuferzellen und beobachtete die behandelten Tiere nur 8-12 Tage. 
Die Alu-positiven transplantierten Zellen konnten in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich in 
der äußeren Längsmuskelschicht wiedergefunden werden, was ferner bekannte Daten zum 
limitierten Migrationspotenzial stützt (Bondurand, Natarajan et al. 2003; Almond, Lindley et al. 
2007). Dennoch konnte diese Beobachtung auch der, mit vier Wochen immer noch recht kurzen, 
Follow Up-Phase geschuldet sein.  
Eine eventuelle Transplantation zur Behandlung aganglionärer Bereiche am Patienten müsste 
also durch eine ausreichnde Zellzahl über einen größeren Bereich des Darmes vollzogen werden 
oder durch wiederholte Transplantation unterstützt werden. Weiterhin müsste der Follow Up-
Zeitraum in aufbauenden Studien deutlich expandiert werden. Für eine eventuelle Wiederholung 
der Transplantation sollte überlegt werden, die Zellen durch endoskopische Entnahme gesunder 
Gewebe beim Patienten anzustreben.  
Schlussendlich darf auch das Alter der Patienten nicht außer Acht gelassen werden. Das sich 
verändernde ENS, wie es bereits in anderen Studien, aber auch in der vorliegenden Arbeit 
beschrieben wurde und die damit verbundene und bereits gezeigte Veränderung des 
Progenitorpotenzials des ENS, (Metzger, Bareiss et al. 2009; Metzger, Caldwell et al. 2009) 
sprechen für eine verschlechterte Expertise von isolierten Progenitoren aus älteren Patienten. 
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Dennoch konnten in der vorliegenden Arbeit auch mit Progenitorzellen, welche hauptsächlich 
aus älteren Patienten isoliert wurden (Tabelle 5), deutliche Effekte mit positiven Tendenzen 
aufgezeigt werden. Studien beschreiben, dass isolierte, humane, neurale Progenitorzellen auch 
bei adulten Donoren das Potenzial zur Proliferation in Neurosphären und zur Differenzierung in 
neurale Zellen haben. Allerdings ließ sowohl die Größe der Neurosphären als auch die 
Proliferationskapazität, wie auch die Ausbeute der differenzierten neuralen Zellen mit dem 
Altern deutlich nach (Kruger, Mosher et al. 2002). Es blieb zu mutmaßen, dass mit deutlich 
jüngerem Patientenmaterial auch deutlich bessere Ergebnisse in der Erhöhung der Funktionalität 
der geschädigten Darmpräparate zu erzielen wären.  
Aber nicht nur das Alter, sondern auch die Individualität eines jeden einzelnen Patienten 
verursacht Schwankungen in der Zusammensetzung des isolierten Patientenmaterials, welche in 
der vorliegenden Arbeit dargestellt wurden (Abbildung 36) und für das Verhalten der 
transplantierten Zellen mitverantwortlich ist. Das Fehlen statistisch signifikanter Ergebnisse wird 
weiterhin auf geringe durchgeführte n-Zahlen zurückgeführt. Für ausreichende signifikante 
Ergebnisse sollte das Experiment, welches eine komplexe Etablierung und Anpassung an das 
verwendete Tiermodell erfahren hat, in größeren Gruppen wiederholt werden und dem 
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Für gastrointestinale Erkrankungen, wie Aganglionosen existieren derzeit nur konventionelle 
und chirurgische Behandlungsmethoden. Die Weiterentwicklung und Etablierung einer 
adäquaten Zellersatztherapie mit adultem, humanem Material ist daher von großem Interesse. 
Auch bei Neuropathien, welche teilweise als sekundäre Erkrankungen auftreten, erhofft man 
sich, durch Transplantation humaner, enterischer, neuraler Progenitoren, eine verbesserte 
Therapiemöglichkeit. In zahlreichen Studien wurde begonnen, enterische, neurale Progenitoren 
aus dem Darm zu charakterisieren. Dafür wurde meist auf Nagergewebe zurückgegriffen. Für 
humanes Gewebe besteht immer noch großer Forschungsbedarf. 
Um eine in vivo-Transplantationsstudie optimal durchführen zu können, befasste sich der erste 
Untersuchungsansatz mit der ausführlichen Charakterisierung isolierter enterischer, neuraler 
Progenitorzellen aus dem humanen fetalen Darm. Dafür wurde die Generationszeit der Zellen 
bestimmt und festgestellt, dass sich die Zellen zwischen der dritten und fünften Passage im 
exponentiellen Wachstum befanden. Mit diesen Zellen wurden im Folgenden 
Wachstumsfaktoren-Assays durchgeführt. Die Zugabe der Faktoren Knochen-modifizierendes 
Protein 2 (BMP2) und Forskolin (FSK) zeigte signifikant bessere Ergebnisse bei der 
zielgerichteten, neuronalen Differenzierung der fetalen Zellen im Vergleich zu den 
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Kontrollbedingungen. Weiterhin konnte durch die Faktoren (BMP2/FSK) die Gliogenese 
innerhalb des in vitro-Experiments tendenziell erhöht werden.  Diese Befunde wurden durch 
Immunfluoreszenzuntersuchungen mit einem beta Tubulin III- und einem S100beta-Antikörper 
erhoben. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die verstärkte Neurogenese 
sich auch durch Genexpressionsanalysen pan-neuraler und pan-neuronaler Marker sowie 
spezifischer neuronaler Subtypen aufzeigen ließ. So waren die Gene für Tyrosinkinase-Rezeptor 
Ret ebenso erhöht, wie Somatostatin und Tryptophan-Hydroxylase 2. Die Gene für den glialen 
Marker S100beta und den Muskelmarker Tropomyosin konnten ebenfalls als tendenziell erhöht 
beschrieben werden. Die Faktoren halfen nicht nur die Neurogenese gezielt signifikant zu 
erhöhen, sondern verstärkten auch eine Akkumulation neuronaler, beta Tubulin III-positiver 
Zellen und zeigten so die Bildung ganglienähnlicher Strukturen in vitro auf. Aufbauend auf den 
gestellten Befunden wurde eine Microarray-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 
Genexpressionen von Kulturen mit BMP2/FSK Kulturen ohne Faktorenzusatz gegenüber 
gestellt. Trotz inhomogener genetischer Ausgangssituationen verschiedener fetaler 
Darmspendergewebe ließ sich eine verstärkte Neurogenese durch die Faktorenzugabe aufzeigen. 
Verschiedene Prozesse, wie Zelldifferenzierung, zelloberflächen-gekoppelte Signaltransduktion 
aber auch neuronale Aktivitäten zeigten sich durch BMP2/FSK verändert. 
Weiterhin gehörte die Evaluierung der Funktionalität der ausdifferenzierten, neuronalen Zellen 
zur Grundcharakterisierung. Eine gerichtete Differenzierung zu neuronalen Zellen, welche 
bestimmte Marker wie beta Tubulin III ausbilden, ist in der Literatur beschrieben. Jedoch wurde 
in diesen Studien selten die Funktionalität untersucht. Es gelang in der vorliegenden Arbeit nicht 
nur der Nachweis funktioneller, natriumkanalexprimierender neuronaler Zellen, sondern auch 
eine Korrelation der Anzahl funktioneller Neurone mit der Zugabe des Supplements B27. 
Tendenziell ließ sich die Anzahl natriumkanalexprimierender Neurone durch den Verzicht auf 
B27 erhöhen. 
Der zweite große Untersuchungsansatz befasste sich mit den adulten enterischen, neuralen 
Zellen des Plexus myentericus verschiedener Patienten. Mittels lasermikrodissektiertem Gewebe 
wurden Genexpressionsmuster von Kindern unter einem Jahr (im Durchschnitt: 8,3 Monate) 
denen von gealterten Patienten (im Durchschnitt: 81 Jahre) gegenübergestellt. Durch diese 
hochselektive Methode gelang es, Unterschiede im gealterten Plexus myentericus 
herauszustellen. Die gealterten Patienten verfügten über eine signifikant niedrigere 
Genexpression für die pan-neuralen Marker p75 und den pan-neuronalen Marker Ret. Weiterhin 
signifikant zurückgegangen war das Expressionsmuster für die Subpopulation der 
Stickstoffmonoxidsynthase- (NOS) positiven Neurone, während für die Gene der 
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Cholinazetyltransferase (ChAT) keine Beeinträchtigung im Alter nachzuweisen war. Erstmals 
berichtet werden konnte über eine signifikante Heraufregulation der Gene für gliale Zellen durch 
den Marker S100beta (S100) im gealterten ENS. Durch die gleichzeitige Analyse vorhandener 
Natriumkanäle innerhalb der Plexus-Strukturen und des Muskelgewebes gelang erstmals eine 
umfassende Darstellung der Kanaltypen und ihrer Zugehörigkeit zu den verschiedenen 
Gewebetypen. Da zurzeit ausschließlich andere Rezeptoren, wie Serotonin-, Muskarin-, 
Dopamin- oder Motilin-Rezeptoren als Zielstrukturen von Pharmaka gelten, stellen die 
Natriumkanäle eine weitere attraktive Möglichkeit für die Wirkung pharmakologischer 
Substanzen dar. Im humanen Colon gelang es, die Natriumkanäle Na 1.1, Na 1.5, Na 1.6 und Na 
1.8 gegenüber der Muskulatur explizit im Plexus myentericus nachzuweisen. Auffällig war 
ferner, dass die Kanaltypen Na 1.1 und Na 1.5 in 100% der Kinder aber nur in 50% gealterte 
Patienten nachweisbar waren, was einen Hinweis auf eine mögliche Herabregulation im Alter 
aufzeigt. Verstärkte apoptotische oder seneszente Prozesse ließen sich im Plexus myentericus des 
gealterten Colon weder auf Gen-, noch auf Proteinebene beobachten.  
Für die in vivo Transplantationsstudie und somit den dritten großen Untersuchungsansatz wurden 
aus Darmproben adulter Patienten die enterischen, neuralen Progenitorzellen isoliert und 
expandiert. Zur Darstellung eines Mausmodells mit geschädigter ENS-Integrität wurde eine 
chemische Ablation der enterischen, neuralen Zellen durch Benzalkoniumchlorid (BAC, 0,01%, 
20 min.), im Darm von CD-1 Nacktmäusen, durchgeführt. Diese Störungen wurden durch 
NADPH-Diaphorasefärbungen mit einer verringerten Anzahl an NOS-positiven Neuronen 
innerhalb des Plexus myentericus ebenso darstellt, wie in einer geschädigten Kontraktilität in 
Organbadanalysen. Der Transplantation der humanen, enterischen, neuralen Progenitorzellen 
ging eine detaillierte Charakterisierung der kultivierten, sog. Neurosphären voraus. Es gelang, 
die Neurosphären, welche aus Stamm- und Vorläuferzellen, Myofibroblasten- und Muskelzellen 
bestanden, auf eine durchschnittliche Größe von 74,12 µm (± 15,80 µm) zu expandieren. Die 
transplantierbare Zellzahl der jeweiligen Ansätze verschiedener Patienten schwankte stark 
zwischen 30000 und 220000 Zellen und betrug durchschnittlich 90000 Zellen (± 71000) 
innerhalb einer Kultivierungszeit von etwa 3 Wochen. Weiterhin konnte durch 
Immunfluoreszenzfärbung der Gehalt an neuralen Vorläuferzellen innerhalb der Mischkultur der 
Neurosphären bestimmt werden. Er betrug 37,5% (± 12,1%) der Gesamtzellzahl. Nach der 
chemischen Ablation des enterischen Nervensystems (ENS) in CD-1 Nacktmäusen wurden diese 
Zellen mit Hilfe einer Fibrin-Matrix in das geschädigte System eingebracht und die Tiere nach 
vier Wochen analysiert. Die funktionellen Analysen mittels elektrischer Feldstimulation (EFS) 
im Organbad der drei verschiedenen Gruppen unoperierte, unbehandelte Kontrolltiere (n=6), 
Zusammenfassung der Arbeit 105 
 
BAC-behandelte, untransplantierte   (n = 7) und BAC-behandelte, transplantierte Tiere (n=6), 
wurden jeweils separat betrachtet und ausgewertet. Die mittlere Kontraktilität der 
Kontrollgruppe lag bei 38,9% (± 18,1%), während diese durch die Behandlung mit BAC 
tendenziell auf 19,9% (± 13,5%) zurückging (P = 0,10). Die Transplantation von Neurosphären 
führte zu einer tendenziellen (P = 0,23) funktionellen Verbesserung mit einer Kontraktilität von 
31,5% (± 15,5). Um die transplantierten Progenitoren als Ursache der positiven funktionellen 
Entwicklung der Kontraktilität zu diskutieren, wurden sie mittels In Situ Hybridisierung 
nachgewiesen. Es gelang die Detektion der Zellen in den beiden Muskelschichten. In der äußeren 
Längsmuskulatur konnten durchschnittlich 112,2 (± 150,2) Zellen nachgewiesen werden, 
während in der inneren Ringmuskulatur 29,6 (± 67,3) Zellen detektiert wurden. Dies deutete auf 
ein limitiertes Migrationspotenzial oder eine zu kurze Inkorporationsphase für die in der 
vorliegenden Arbeit verwendeten Progenitoren hin. Wie schon in vitro gezeigt werden konnte, 
hatten auch die transplantierten, humane Progenitoren in der vorliegenden Arbeit das Potenzial, 
sich in Neurone, Glia und glattmuskuläre Zellen in vivo zu differenzieren. Diese Pilotstudie stellt 
somit eine wichtige Grundlage für die vielversprechende Weiterentwicklung von zellbasierten 
Therapien mittels enterischen Progenitoren dar. 
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Wasserbad, Medingen W6  
Laborgerätebörse, Handelsgesellschaft 
für Analysensysteme mbH, Burladingen 





Hettich, Bäch, Schweiz 
Eppendorf, Hamburg 
 
9.2 Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel 
Verbrauchsmittel Firma 
Einwegklingen, Kryocut Leica Microsystems, Wetzlar 
Einwegspritzen LUER Norm-Ject Henke, Sass, Wolf, Tuttlingen 
Deckgläschen  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Borosilikat Glaskapillaren SCIENCE PRODUCTS, Hofheim 




9.3 Laborchemikalien und Reagenzien 
Reagenz Firma 
  
Accutase PAA, Coelbe 
Aceton Merck, Darmstadt 
Acrylamid für Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt 
AEC Substrat Chromogen Dako North America Inc, Carpinteria, USA  
Agarose, Electran VWR, Dresden 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Baytril WDT Tierarzt-Unternehmen, Garbsen 
Benzalkoniumchlorid Caesar & Loretz GmbH, Hilden 
Bienenwachs Paletta´s, Velbert Neviges 
-Mercaptoethanol  SERVA Electrophoresi, Heidelberg 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Calciumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe 
Collagenase XI Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Küvetten VWR, Darmstadt 
Objektträger  Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Objektträger (Superfrost) Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, 
Objektträger P.A.L.M. Carl Zeiss, Jena 
Parafilm Carl Roth, Karlsruhe 
Pasteurpipetten Carl Roth, Karlsruhe 
PCR Gefäße, 8er Strips BRAND, Wertheim 
PCR Deckel, 8er Strips BRAND, Wertheim 
Petrischalen Greiner bio-one, Frickenhausen 
Pipetten, serologisch 5, 10, 25 ml Greiner bio-one, Frickenhausen 
Pipettenspitzen 
0-2 µl, 2-10 µl, 10-100 µl, 10-200 µl,  
100-1000 µl 
 




0-2 µl, 2-10 µl, 10-100 µl, 10-200 µl,  
100-1000 µl 
 
Gilson International B.V., Bad Camberg 
 
 




Greiner bio-one, Frickenhausen 
 
Reaktionsgefäße: 
0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml 
 
Eppendorf, Hamburg 
15 ml, 50 ml, Falcon™ Tube BD Biosciences, Heidelberg 
5 ml Spritze Injekt
®
 Solo B. Braun AG, Melsungen 
Sterilfilter 0,45 µm VWR, Darmstadt 
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Collagenase/Dispase Roche, Mannheim 
Coomassie
®
 Brilliant Blue R250 AppliChem, Darmstadt 
Cryomold Einbettschälchen Weckert Labortechnik, Kitzingen 
D(+) Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
DAPI II (125ng/µl) (FISH) Abbott GmbH & Company, KG, Wiesbaden 
Denhardt's Solution (50x) Invitrogen, Karlsruhe 
DEPC Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Dextransulfat Carl Roth, Karlsruhe 
D-Glucose Carl Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid für die Molekularbiologie Carl Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe 
Dispase II Roche, Mannheim 
dNTP Mix, 100 mM, PCR Grade Invitrogen, Karlsruhe 
Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 
(DPBS) 
PAA, Coelbe 
EDTA Carl Roth, Karlsruhe 
Einbettschälchen Leica Microsystems, Wetzlar 
Eindeckmittel: Aquatex Merck, Darmstadt 
Eosin-G-Lösung Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol (99,8 %) Carl Roth, Karlsruhe 
Fibronectin aus Rinder-Plasma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Fixogum Rubber Cement Marabu  Conrad Electronic, Leipzig 
Formamid (Ameisensäureamid) Carl Roth, Karlsruhe 
Gentamicin WDT Tierarzt-Unternehmen, Garbsen 
Glucagon (Recombinant Human) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Glucoselösung  B. Braun AG, Melsungen 
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 
Glycin für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt 
Glycine Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Glycogen Roche Diagnostics, Mannheim 
Hämalaunlösung, sauer nach Meyer Carl Roth, Karlsruhe 
HEPES Biochrom AG, Berlin 
Histoacryl B. Braun Melsungen AG 
Isofluran CP Cp Pharma, Burgdorf 
Isopropylalkohol (2-Propanol) Carl Roth, Karlsruhe 
Kaiser Glycerinelatine Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe 
Laminin, von Engelbreth-Holm-Swarm, aus 
Basalmembran muriner Sarkome 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Lucifer-Gelb Invitrogen, Karlsruhe 
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Maleinsäure Carl Roth, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat Carl Roth, Karlsruhe 
Metamizol WDT Tierarzt-Unternehmen, Garbsen 
Methanol (>99,8%) Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt 
Natriumchlorid (NaCl)-Lösung, 0,9% Delta Select, München 
Natrium-Deoxycholate (10 %) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth, Karlsruhe 
Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat 
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
4- Nitroblue tetrazolium chloride (NBT) Roche, Mannheim 
Normal Donkey Serum Invitrogen, Karlsruhe 
NP-40  Abbott GmbH & Company, KG, Wiesbaden 
Nuclear Fast Red Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA 
Organopolysiloxan in Heptan, Sigmacote
®





-frei, Hanks PBS PAA, Coelbe 
PFA, reinst Carl Roth, Karlsruhe 
Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ponceau AppliChem, Darmstadt 
2-Propanol (Isopropanol) Carl Roth, Karlsruhe 
Proteinkinase K, recombinant, PCR Grade Roche, Mannheim 
Retacillin compositum 1,2 Mio I.E. MIBE GmbH Arzneimittel, Brehna 
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor   (40 
U/µl)   
Fermentas, St. Leon-Rot 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
RNAlater
®
 Qiagen, Hilden 
RNase-Free DNase Set (50) Qiagen, Hilden 
RNaseZAP
TM
 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
RNaseZAP
TM
 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Serum, Esel EMD Millipore Corporation, Billerica, USA 
Strept AB-Complex/HRP 
DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, 
Dänemark 
SYBR® Safe DNA gel stain Invitrogen, Karlsruhe 
TAE, Rotiphorese
®
 50x Carl Roth, Karlsruhe 
TBS-T Tabletten pH 7,4 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
TBS-Tabletten pH 8 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Tetrodotoxin BioTrend, Köln 
Tissue Tek
® 
Compound Einbettmedium Weckert Labortechnik, Kitzingen 
ToTelVysion Multi-color DNA-Sonden  Abbott GmbH & Company, KG, Wiesbaden 
Tris(hydroxymethyl)aminmethan (TRIS) SERVA Electrophoresis, Heidelberg 





 X-100 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
TRIzol
®
 Reagent Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin PAA, Coelbe 
Tetrodotoxin (TTX) BIOTREND Chemikalien GmbH, Köln 
Wasser für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt 
Wasserstoffperoxid, 30% Carl Roth, Karlsruhe 
Xylol  Carl Roth, Karlsruhe 
 
9.4 Gebrauchslösungen und Puffer 
Antikörperlösung    Antikörper in 0,1% Triton 
 
Baytrillösung     1,5 ml in 1 L Trinkwasser    
 
Benzalkoniumchloridlösung   0,01% Benzalkoniumchlorid in NaCl (0,9%) 
 
Blockingreagenz (Immunhistochemie) 10% Donkey-Serum 
      0,3% Triton 
      in PBS 
 
Blockingreagenz (Roche)   100 g/L Blocking-Reagenz in Puffer 3 
      Bei 60°C lösen und anschließend autoklavieren  
und bei 4°C lagern 
 
DAPI-Stocklösung    1 mg/ml DAPI  
      Aliquots bei -20°C lagern  
 
Denaturierungslösung (FISH)  70% Formamid in 2x SSC (pH5.3) 
in Aqua dest. 
pH-Wert auf 7.0-8.0 einstellen 
 




Ethanol-Lösungen    Ethanolreihe, in Aqua dest. herstellen  
      (100%, 95%, 70% und 50%)  
 
Gentamizinlösung    Gentamyzin 1:10 in NaCl (0,9%) 
 
Glucoselösung    Glucoselösung 1:10 in NaCl + 1:250 Retacillin  
      in Trinkwasser 
 
Enzymmix     600 U /ml Kollagenase XI 
0,4 U/ml Dispase II 




-freien Hanks  
BSS (PAA, Coelbe) 




Eosin G-Lösung    1 Tropfen Eisessig auf 100 ml Eosin G  
 
Hybridisierungspuffer (für 50 ml)  5 g Dextransulfat (100 mg/ml) 
      3 ml 5 M NaCl (0,3 M) 
      10 ml 0,1 M TRIS (0,02 M) 
      5 mM EDTA (5 mM) 
      Dextransulfat unter leichtem Erhitzen lösen, dann  
Abkühlen und Zugabe von:  
1 ml 50x Denhardt´s Lösung (1x) 
1 ml von 100mg t-RNA in 4 ml 0,1 M TRIS  
gelöst (0,5 mg/ml) 
5 ml DEPC-Wasser 
25 ml Formamid (50%) 
Aliquotieren und bei -20°C lagern 
 
Hybridisierungs-Stopp-Puffer:  10 mM TRIS- HCL (pH 8) 
      1 mM EDTA 
    
Krebslösung, pH: 7,4    118 mM Natriumchlorid 
      4,8 mM Kaliumchlorid 
1,2 mM Kaliumhydrogenphosphat 
1,2 mM Magnesiumsulfat  
1 mM Natriumdihydrogenphosphat 
       2,5 mM Calciumchlorid 
      11,1 mM D-Glucose 
Zuletzt: 25 Mm Natriumhydrogencarbonat  
dazugeben und mit Carbogen (95% O2 und 5% CO2) 
equilibrieren (Copel, Osorio et al. 2009) 
 
Ladepuffer (Gelelektrophorese)  0,25% (w/v) Bromphenolblau 
      40% Sucroselösung 
      In Aqua dest. 
 
Metamizol     1:500 in Trinkwasser 
 
NADPH-Diaphorase-Lösung   15 µL 4-Nitroblue tetrazolium chloride (NBT) 




Mit PBS auf 3 ml auffüllen 
 
NBT/BCIP Substratlösung   3,5 µL/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 
      4,5 µL/ml Nitroblautetrazoliumchlorid 
      In Puffer 5 frisch ansetzen 
 
Patch-Lösungen    Intrazelluläre Lösung 
      145 mM Kaliumchlorid 
      0,1 mM Ethylene glycol-bis (b-amino ether)- 
N,N,N´,-tetraacetat acid 
10 mM HEPES 
2 mM Adenosine 5´-triphosphate disodium salt) 
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pH 7,3 (mit Kaliumhydroxidlösung) 
Füllung der Patch-Pipette 
 
Extrazelluläre Lösung 
135 mM Natriumchlorid 
2,5 mM Kaliumchlorid 
10 mM HEPES 
2 mM Kalziumchlorid 
1 mM Magnesiumchlorid 
10 mM Glucose (immer frisch dazu) 
pH 7,35 
1x PBS     8,77 g  NaCl 
      3,15 g  Na2HPO4 
0,163 g KH2PO4 
      auf 1 l mit Aqua dest. auffüllen 
 
4%-iges PFA     4 g PFA / 100 ml PBS 
auf 60-70°C erwärmen und rühren 
pH 7,4 einstellen 
Lagerung in Aliquots bei -20°C 
 
Ponceau S-Lösung    0,5 % Ponceau S 
      1 % Essigsäure 
      In Aqua dest. 
 
10x Puffer 3 (Maleatpuffer)  116,1 g/L (1 M) Maleinsäure 
      87,7 g/L (1,5 M) NaCl 
      pH 7 mit konz. NaOH einstellen oder ca. 75 g  
NaOH-Plättchen und anschließend autoklavieren 
 
Puffer 4 (Blockpuffer)   1 % Blocking Reagenz (Roche) in 1x Puffer 3 
      0,1 % (v/v) Triton X-100 
      Immer frisch ansetzen 
 
Puffer 5 (TRIS-Puffer)   15,76 g (0,1 M) TRIS 
      5,84 g (0,1 M) NaCl 
      pH 9,5 
 
SDS-Lösung     1 % (v/v) SDS in Aqua dest. 
    
20x SSC-Puffer    3 M NaCL 
       0,3 M Tri-Natriumcitrat Dihydrat 
pH 7 mit 1 M HCL einstellen und anschließend  
autoklavieren  
 
SSC-Puffer (FISH)    10ml 20x SSC (pH5.3) und 85ml Aqua dest.  
pH Wert auf 7.0 mit NaOH einstellen 





0,4x SSC/0,3% NP-40 2ml 20x SSC (pH 5,3) mit 95 ml Aqua dest. 300µl 
NP-40 zugeben 
pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7 bis 7,5 einstellen, 
ad. 100ml mit Aqua dest. auffüllen 
Lösung in einer Glasküvette mindestens 30min vor 
Gebrauch im Wasserbad auf 73°C erwärmen 
     
10x TBS (4 L)    48,46 g TRIS 
      350,4 g NaCl 
      In 3,5 L Aqua dest. 
      pH auf 7,4 einstellen und auf 4 L auffüllen 
      autoklavieren 
TEA-Essigsäureanhydridlösung  0,25 % (v/v) Essigsäureanhydrid in  
      0,1 M TEA-Puffer, pH 8 
 
TEA-Puffer     18,56 g/L (0,1 M) Triethanolaminhydrochlorid 
      pH 8 mit NaOH einstellen 
 
TE-Puffer     15,76 g/L (100 mM) TRIS-HCL  
      14,61 g/L (50 mM) EDTA 
      pH 8  
 
TRIS-Puffer für Immunhistologie  50 mM TRIS 
      pH 8 
 
30%-igerTriton-Puffer   30 ml Triton in 70 ml 1x PBS schwenken 
Für 0,3% ige Lösung 1:100 in PBS verdünnen 
Für 0,1% ige Lösung 1:300 in PBS verdünnen 
 
Tetrodotoxin (TTX)-Lösung   Organbad 
3,2 g in 10 ml (1 mM) in saurem PBS (pH 4,8) 
Aliquots bei -20°C lagern 




      Patch-Clamp 
      1 µM TTX in Extrazellulärer Badlösung 
 
9.5 Standards 
100bp DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe 
 
9.6 Primer 
Die verwendeten Primer wurden entweder aus der Literatur herausgesucht oder mit dem Primer-
BLAST-Tool der ncbi-Plattform hergestellt und die Produktgrößen für die jeweilige PCR 
angepasst. Bei der RT-PCR waren Produktgrößen bis 500bp und bei der qRT-PCR bis 300bp das 




Tabelle 11: PCR Primer 
Genname 



































Protein L15  
(Humanes MRP) 






tor p75 (p75) 
TGAGTGCTGCAAAGCCTGCAA 
TCTCATCCTGGTAGTAGCCGT 













































































































































et al. 2010) 
TAn (Annealingtemperatur) 
 
Tabelle 12: PCR Primer für Wachstumsfaktor-Rezeptoren 






































































































Day et al. 
2002) 
Gfr (GDNF Rezeptor); Ret (Tyrosinkinase Rezeptor); Trk (Tyrosinkinase); BMP (Bone 
morphoge-nic protein 2) 
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Tabelle 13: PCR Primer für Seneszenzmarker 
Alle selber hergestellt; Annealingtemperaturen: für alle 60°C 
Genname 




























Tabelle 14: PCR Primer Natriumkanäle 
Annealingtemperatur: für alle 60°C 
Genname 
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Tabelle 15: PCR Primer für Alu-Sondenherstellung  
Genname 














9.7 Primär- und Sekundärantikörper 
Primärantikörper Spezies Verdünnung Firma 
Anti Glial Fibrillary Acidic 
Protein 
Kaninchen 1:600 DakoCytomation 
Anti Neuronal Protein HuC/HuD Kaninchen 1:200 Invitrogen, Karlsruhe 
Anti Lucifer Yellow Kaninchen 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe 
Anti nNOS/NOS Type 1 Maus 1:400 BD Transduction Laboratories 
Anti p75 Kaninchen 1:200 Promega, Mannheim 
Anti Protein Gene Product 9.5 Kaninchen 1:500 
EMD Millipore Corporation, 
Billerica, USA 
Anti S100 beta Kaninchen 1:200 DakoCytomation 
Anti Smooth Muscle Acin Maus 1:200 DakoCytomation 
Neuronal Class III -Tubulin Maus 1:500 Convance, Emeryville, USA 
Sekundärantikörper Spezies Verdünnung Firma 
Alexa Fluor 488  Maus 1:600 Invitrogen, Karlsruhe 
Goat anti rabbit, Cy3 Kaninchen 1:300 Dianova, Hamburg 
  
9.8 Zellkulturmedien und Zusätze 
Substanz Firma 
2-Phospho-L-ascorbat-säure-tri-natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Aminosäuren PAA,Coelbe 
Amphotericin B PAA, Hamburg 
B27 Supplement 50x Invitrogen, Karlsruhe 
BMP-2 (Recombinant Human) Peprotech, Hamburg 
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) PAA, Hamburg 
DMEM/Ham´s F-12 (1:1) PAA, Hamburg 
EGF (Recombinant Human) Peprotech, Hamburg 
FBS Superior Biochrom AG, Berlin 
FGF-basic (Recombinant Human) Peprotech, Hamburg 
Forskolin Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach 
GDNF (Recombinant Human) Peprotech, Hamburg 
N2 Supplement 100x Invitrogen, Karlsruhe 





Caco-2 Expansionsmedium DMEM 
Penicillin/Streptomycin (100ng/ml) 
0,1% Aminosäuren 






DMEM/F-12 mit L-Glutamin 
Penicillin/Streptomycin (100ng/ml) 
B27, ohne Retinsäure (1:50) 
N2 (1:100) 
Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF, 20 
ng/ml) 
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF, 20 
ng/ml) 
 
ENS-Primärzellen Differenzierungsmedium DMEM/F-12 mit L-Glutamin 
Penicillin/Streptomycin (100ng/ml) 
B27, mit Retinsäure (1:50) 
N2 (1:100) 
Ascorbat-2-Phosphat (200 mM) 
N-Acetylcystein (2 mM) 
 
Mögliche Zusätze: 
BMP2 (10 ng/ml) 
FSK (1 µM) 
GDNF (10 ng/ml) 




Agilent DNA 1000 Kit Agilent Technologies, Böblingen 
5-Brom-2´-deoxy-uridine Labeling and 
Detection Kit 1 
Roche, Mannheim 
DIG nucleic acid detection kit Roche, Mannheim 
DIG probe sysnthesis kit Roche, Mannheim 
DNeasy tissue kit Qiagen, Hilden 
Platinum
®
 Taq DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 
QuantiTect
®
 SYBR® green PCR Kit  Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen, Hilden 
RNeasy
®
 Mini Kit  Qiagen, Hilden 
RNeasy
®
 Plus Mico Kit Qiagen, Hilden 
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Senescence -Galactosidase Staining Kit Cell Signaling, Frankfurt a.M. 
SuperScript
®
 VILO™ cDNA Synthesis Kit Invitrogen, Karlsruhe 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe 




9.11 Datenverarbeitungs- und Illustrationsprogramme 
Programm Firma 
7500 Software Version 2.0.1 ABI, Darmstadt 
Adobe Photoshop CS4 Version 
11.0.2 
Adobe, München 
Agilent 1000 Softare Agilent Technologies, Waldbronn 
Analyse-it for Microsoft Excel 
Version 2.20 
Analyse-it Software, Ltd. http://www.analyse-it.com/; 
2009 
BMon und AMon BioSys, Karben 
CorelDRAW X4, Version 
14.0.0.567 
Corel Corporation, Unterschleißheim 
EndNote Program X2.0.1 Thomson Reuters, New York, USA 
EPC 9 Pulse software, PULSE,  HEKA Elektronik, Lambrecht 
Illumina BeadStudio 
Illumina Beadstudio software suite (Illumina Inc, San 
Diego, CA) 
ImageJ 
Wayne Rasband; National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA 
limma 3.8.3 
(Gentleman, Carey et al. 2004; Wettenhall and Smyth 
2004) 
Biology Solutions using R and Bioconductor'. R. 
Gentleman, V. Carey, S. Dudoit, R. Irizarry, W. Huber 
(eds), Springer, New York, pages 397-420. 
lumi 2.4.0 
Du, P., Kibbe, W.A. and Lin, S.M., (2008) 'lumi: a 
pipeline for processing Illumina microarray', 
Bioinformatics 24 (13):1547-1548 
R 2.13.1 
R Development Core Team (2011). R: A language and 
environment for statistical computing. R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-
07-0, URL http://www.R-project.org/. 
SigmaPlot 11.0 Systat Inc., San Jose, CA, USA 
TSE BioSys 2.5 (Amon, Bmon) TSE Biosystems, GmbH, Bad Hamburg 





























Homo sapiens actin binding LIM 
protein 1 (ABLIM1), transcript 
variant 4, mRNA. 
-0,70 7,84 0,70 1,62 
ACIN1 
Homo sapiens apoptotic 
chromatin condensation inducer 
1 (ACIN1), mRNA. 
0,71 9,50 0,71 1,64 
ACSL1 
Homo sapiens acyl-CoA 
synthetase long-chain family 
member 1 (ACSL1), mRNA. 
-0,88 8,55 0,88 1,84 
ACTR3 
Homo sapiens ARP3 actin-
related protein 3 homolog (yeast) 
(ACTR3), mRNA. 
-0,77 11,41 0,77 1,70 
ADM 
Homo sapiens adrenomedullin 
(ADM), mRNA. 
-0,95 10,88 0,95 1,93 
AFAP1L2 
Homo sapiens actin filament 
associated protein 1-like 2 
(AFAP1L2), transcript variant 2, 
mRNA. 
-1,00 8,82 1,00 2,00 
ANKRD33 
Homo sapiens ankyrin repeat 
domain 33 (ANKRD33), mRNA. 
1,16 11,00 1,16 2,23 
ANKRD38 
Homo sapiens ankyrin repeat 
domain 38 (ANKRD38), mRNA. 
1,27 8,70 1,27 2,42 
ANXA3 
Homo sapiens annexin A3 
(ANXA3), mRNA. 
-1,49 8,26 1,49 2,81 
ARHGAP18 
Homo sapiens Rho GTPase 
activating protein 18 
(ARHGAP18), mRNA. 
-0,75 7,85 0,75 1,68 
ATOH8 
Homo sapiens atonal homolog 8 
(Drosophila) (ATOH8), mRNA. 
1,19 9,40 1,19 2,28 
AVPI1 
Homo sapiens arginine 
vasopressin-induced 1 (AVPI1), 
mRNA. 
0,77 9,83 0,77 1,70 
BAT2 
Homo sapiens HLA-B associated 
transcript 2 (BAT2), mRNA. 
0,80 9,21 0,80 1,75 
BCKDHA 
Homo sapiens branched chain 
keto acid dehydrogenase E1, 
alpha polypeptide (BCKDHA), 
mRNA. 
0,79 10,03 0,79 1,73 
C3ORF59 
Homo sapiens chromosome 3 
open reading frame 59 
(C3orf59), mRNA. 
-0,64 9,15 0,64 1,56 
C5ORF46 
Homo sapiens chromosome 5 
open reading frame 46 
(C5orf46), mRNA. 




protein kinase IG (CAMK1G), 
mRNA. 
0,60 7,41 0,60 1,52 
CAP2 Homo sapiens CAP, adenylate -1,03 9,25 1,03 2,04 
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cyclase-associated protein, 2 
(yeast) (CAP2), mRNA. 
CARD10 
Homo sapiens caspase 
recruitment domain family, 
member 10 (CARD10), mRNA. 
-0,88 8,19 0,88 1,84 
CBLN2 
Homo sapiens cerebellin 2 
precursor (CBLN2), mRNA. 
1,75 10,31 1,75 3,36 
CD14 
Homo sapiens CD14 molecule 
(CD14), transcript variant 2, 
mRNA. 
0,76 7,72 0,76 1,70 
CDC2L2 
Homo sapiens cell division cycle 
2-like 2 (PITSLRE proteins) 




0,72 8,60 0,72 1,64 
CHD4 
Homo sapiens chromodomain 
helicase DNA binding protein 4 
(CHD4), mRNA. 
0,75 9,84 0,75 1,68 
CHST15 
Homo sapiens carbohydrate (N-
acetylgalactosamine 4-sulfate 6-
O) sulfotransferase 15 
(CHST15), mRNA. 
-1,01 10,45 1,01 2,02 
COL18A1 
Homo sapiens collagen, type 
XVIII, alpha 1 (COL18A1), 
transcript variant 2, mRNA. 
1,83 9,57 1,83 3,55 
COL4A5 
Homo sapiens collagen, type IV, 
alpha 5 (COL4A5), transcript 
variant 2, mRNA. 
1,04 9,72 1,04 2,06 
COL4A6 
Homo sapiens collagen, type IV, 
alpha 6 (COL4A6), transcript 
variant A, mRNA. 
1,25 9,51 1,25 2,38 
COMMD10 
Homo sapiens COMM domain 
containing 10 (COMMD10), 
mRNA. 
-0,71 9,15 0,71 1,64 
CRAT 
Homo sapiens carnitine 
acetyltransferase (CRAT), 
nuclear gene encoding 
mitochondrial protein, transcript 
variant 1, mRNA. 
0,87 9,17 0,87 1,82 
CRIP1 
Homo sapiens cysteine-rich 
protein 1 (intestinal) (CRIP1), 
mRNA. 
0,99 9,98 0,99 1,99 
CRIPAK 
Homo sapiens cysteine-rich 
PAK1 inhibitor (CRIPAK), 
mRNA. 
0,80 8,29 0,80 1,74 
CTHRC1 
Homo sapiens collagen triple 
helix repeat containing 1 
(CTHRC1), mRNA. 
-0,94 11,48 0,94 1,92 
CTSK 
Homo sapiens cathepsin K 
(CTSK), mRNA. 
-0,95 9,98 0,95 1,93 
CYB5A 
Homo sapiens cytochrome b5 
type A (microsomal) (CYB5A), 
transcript variant 2, mRNA. 
-0,84 10,62 0,84 1,78 
CYGB 
Homo sapiens cytoglobin 
(CYGB), mRNA. 
0,74 12,60 0,74 1,67 
DCTN1 
Homo sapiens dynactin 1 (p150, 
glued homolog, Drosophila) 
(DCTN1), transcript variant 1, 





Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) box polypeptide 24 
(DDX24), mRNA. 
0,82 11,36 0,82 1,77 
DENND2A 
Homo sapiens DENN/MADD 
domain containing 2A 
(DENND2A), mRNA. 
-1,10 9,88 1,10 2,15 
DIO2 
Homo sapiens deiodinase, 
iodothyronine, type II (DIO2), 
transcript variant 3, mRNA. 
1,67 9,42 1,67 3,19 
DOCK11 
Homo sapiens dedicator of 
cytokinesis 11 (DOCK11), 
mRNA. 
-0,68 8,33 0,68 1,60 
DPP7 
Homo sapiens dipeptidyl-
peptidase 7 (DPP7), mRNA. 





-0,91 11,19 0,91 1,88 
DTNA 
Homo sapiens dystrobrevin, 
alpha (DTNA), transcript variant 
7, mRNA. 
-0,72 7,69 0,72 1,64 
ECHDC1 
Homo sapiens enoyl Coenzyme 
A hydratase domain containing 1 
(ECHDC1), mRNA. 
-0,83 8,88 0,83 1,77 
EIF4A1 
Homo sapiens eukaryotic 
translation initiation factor 4A, 
isoform 1 (EIF4A1), mRNA. 
0,79 11,81 0,79 1,73 
EPSTI1 
Homo sapiens epithelial stromal 
interaction 1 (breast) (EPSTI1), 
transcript variant 2, mRNA. 
-0,89 8,77 0,89 1,85 
ERH 
Homo sapiens enhancer of 
rudimentary homolog 
(Drosophila) (ERH), mRNA. 
-0,69 10,87 0,69 1,62 
FAM105A 
Homo sapiens family with 
sequence similarity 105, member 
A (FAM105A), mRNA. 
0,92 10,47 0,92 1,89 
FAM38B 
Homo sapiens family with 
sequence similarity 38, member 
B (FAM38B), mRNA. 
0,87 10,24 0,87 1,83 
FAM46B 
Homo sapiens family with 
sequence similarity 46, member 
B (FAM46B), mRNA. 
-0,69 7,68 0,69 1,61 
FAM46C 
Homo sapiens family with 
sequence similarity 46, member 
C (FAM46C), mRNA. 
-1,06 9,27 1,06 2,09 
FAM96A 
Homo sapiens family with 
sequence similarity 96, member 
A (FAM96A), transcript variant 
1, mRNA. 
-0,86 10,22 0,86 1,81 
FBRS 
Homo sapiens fibrosin (FBRS), 
mRNA. 
0,73 9,45 0,73 1,66 
FGFRL1 
Homo sapiens fibroblast growth 
factor receptor-like 1 (FGFRL1), 
transcript variant 3, mRNA. 
0,62 9,09 0,62 1,53 
FUT8 
Homo sapiens fucosyltransferase 
8 (alpha (1,6) fucosyltransferase) 
(FUT8), transcript variant 3, 
mRNA. 




Homo sapiens growth arrest and 
DNA-damage-inducible, gamma 
(GADD45G), mRNA. 
-0,88 7,51 0,88 1,84 
GBP3 
Homo sapiens guanylate binding 
protein 3 (GBP3), mRNA. 
-0,68 8,47 0,68 1,60 
GGT5 
Homo sapiens gamma-
glutamyltransferase 5 (GGT5), 
transcript variant 2, mRNA. 
0,74 7,81 0,74 1,67 
GTF2F1 
Homo sapiens general 
transcription factor IIF, 
polypeptide 1, 74kDa (GTF2F1), 
mRNA. 
0,68 10,58 0,68 1,61 
HBD 
Homo sapiens hemoglobin, delta 
(HBD), mRNA. 
-2,08 8,22 2,08 4,23 
HIF1A 
Homo sapiens hypoxia-inducible 
factor 1, alpha subunit (basic 
helix-loop-helix transcription 
factor) (HIF1A), transcript 
variant 1, mRNA. 
0,99 10,65 0,99 1,99 
HNRNPL 
Homo sapiens heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein L 
(HNRNPL), transcript variant 2, 
mRNA. 
0,76 10,74 0,76 1,69 
HSPB8 
Homo sapiens heat shock 22kDa 
protein 8 (HSPB8), mRNA. 
0,89 7,95 0,89 1,86 
ID1 
Homo sapiens inhibitor of DNA 
binding 1, dominant negative 
helix-loop-helix protein (ID1), 
transcript variant 2, mRNA. 
2,02 11,85 2,02 4,06 
ID3 
Homo sapiens inhibitor of DNA 
binding 3, dominant negative 
helix-loop-helix protein (ID3), 
mRNA. 
1,35 12,22 1,35 2,55 
IL32 
Homo sapiens interleukin 32 
(IL32), transcript variant 7, 
mRNA. 
-0,63 7,20 0,63 1,55 
INDO 
Homo sapiens indoleamine-
pyrrole 2,3 dioxygenase (INDO), 
mRNA. 
1,42 7,94 1,42 2,68 
JMJD8 
Homo sapiens jumonji domain 
containing 8 (JMJD8), mRNA. 
0,66 12,10 0,66 1,58 
KIRREL 
Homo sapiens kin of IRRE like 
(Drosophila) (KIRREL), mRNA. 
0,76 8,48 0,76 1,69 
KITLG 
Homo sapiens KIT ligand 
(KITLG), transcript variant b, 
mRNA. 
-0,94 8,82 0,94 1,92 
KLF4 
Homo sapiens Kruppel-like 
factor 4 (gut) (KLF4), mRNA. 
-0,74 7,83 0,74 1,67 
LOC151162 
Homo sapiens hypothetical 
LOC151162 (LOC151162), non-
coding RNA. 
-1,09 11,15 1,09 2,13 
LOC729086 
PREDICTED: Homo sapiens 
similar to EGFR-coamplified and 
overexpressed protein 
(LOC729086), mRNA. 
-0,92 10,24 0,92 1,89 
LOXL4 
Homo sapiens lysyl oxidase-like 
4 (LOXL4), mRNA. 
-0,96 9,11 0,96 1,94 
LRIG1 
Homo sapiens leucine-rich 
repeats and immunoglobulin-like 
-1,22 8,62 1,22 2,32 
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domains 1 (LRIG1), mRNA. 
LXN 
Homo sapiens latexin (LXN), 
mRNA. 
-0,74 9,48 0,74 1,67 
LY6H 
Homo sapiens lymphocyte 
antigen 6 complex, locus H 
(LY6H), mRNA. 
1,36 9,36 1,36 2,56 
LYSMD2 
Homo sapiens LysM, putative 
peptidoglycan-binding, domain 
containing 2 (LYSMD2), 
mRNA. 
-0,86 9,01 0,86 1,81 
LZTFL1 
Homo sapiens leucine zipper 
transcription factor-like 1 
(LZTFL1), mRNA. 
-0,71 7,79 0,71 1,64 
MAP2K1IP1 
Homo sapiens mitogen-activated 
protein kinase kinase 1 
interacting protein 1 
(MAP2K1IP1), mRNA. 
-0,86 9,20 0,86 1,82 
NCK1 
Homo sapiens NCK adaptor 
protein 1 (NCK1), mRNA. 
-0,60 10,32 0,60 1,51 
NDRG1 
Homo sapiens N-myc 
downstream regulated gene 1 
(NDRG1), mRNA. 
-0,91 9,70 0,91 1,88 
NFIC 
Homo sapiens nuclear factor I/C 
(CCAAT-binding transcription 
factor) (NFIC), transcript variant 
2, mRNA. 
0,94 10,06 0,94 1,92 
NNMT 
Homo sapiens nicotinamide N-
methyltransferase (NNMT), 
mRNA. 
1,00 11,06 1,00 1,99 
NOMO1 
Homo sapiens NODAL 
modulator 1 (NOMO1), mRNA. 
0,95 10,41 0,95 1,93 
NR4A2 
Homo sapiens nuclear receptor 
subfamily 4, group A, member 2 
(NR4A2), transcript variant 1, 
mRNA. 
0,83 8,14 0,83 1,77 
ODF2 
Homo sapiens outer dense fiber 
of sperm tails 2 (ODF2), 
transcript variant 1, mRNA. 
0,63 9,86 0,63 1,55 
OPN3 
Homo sapiens opsin 3 (OPN3), 
mRNA. 
-0,82 9,39 0,82 1,77 
OPTN 
Homo sapiens optineurin 
(OPTN), transcript variant 4, 
mRNA. 




complex subunit (OSTC), 
mRNA. 
-0,76 11,81 0,76 1,69 
OXTR 
Homo sapiens oxytocin receptor 
(OXTR), mRNA. 
-0,82 8,74 0,82 1,77 
P4HTM 
Homo sapiens prolyl 4-
hydroxylase, transmembrane 
(endoplasmic reticulum) 
(P4HTM), transcript variant 3, 
mRNA. 
0,92 10,38 0,92 1,89 
PAG1 
Homo sapiens phosphoprotein 
associated with 
glycosphingolipid microdomains 
1 (PAG1), mRNA. 
-1,10 9,36 1,10 2,14 
PAQR8 Homo sapiens progestin and -0,73 8,48 0,73 1,66 
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adipoQ receptor family member 
VIII (PAQR8), mRNA. 
PC 
Homo sapiens pyruvate 
carboxylase (PC), nuclear gene 
encoding mitochondrial protein, 
transcript variant 2, mRNA. 
0,67 7,84 0,67 1,59 
PCSK1N 
Homo sapiens proprotein 
convertase subtilisin/kexin type 1 
inhibitor (PCSK1N), mRNA. 
0,70 7,44 0,70 1,62 
PDE4B 
Homo sapiens phosphodiesterase 
4B, cAMP-specific 
(phosphodiesterase E4 dunce 
homolog, Drosophila) (PDE4B), 
transcript variant a, mRNA. 
1,05 8,34 1,05 2,07 
PDE8A 
Homo sapiens phosphodiesterase 
8A (PDE8A), transcript variant 
2, mRNA. 
1,17 8,97 1,17 2,24 
PDGFB 
Homo sapiens platelet-derived 
growth factor beta polypeptide 
(simian sarcoma viral (v-sis) 
oncogene homolog) (PDGFB), 
transcript variant 1, mRNA. 
-0,84 7,62 0,84 1,79 
PELP1 
Homo sapiens proline, glutamic 
acid and leucine rich protein 1 
(PELP1), mRNA. 
0,83 10,59 0,83 1,78 
PENK 
Homo sapiens proenkephalin 
(PENK), mRNA. 
1,52 7,97 1,52 2,87 
PHF11 
Homo sapiens PHD finger 
protein 11 (PHF11), transcript 
variant 1, mRNA. 
-0,76 9,93 0,76 1,70 
PLAT 
Homo sapiens plasminogen 
activator, tissue (PLAT), 
transcript variant 1, mRNA. 
1,15 12,67 1,15 2,22 
PLEKHA1 
Homo sapiens pleckstrin 
homology domain containing, 
family A (phosphoinositide 
binding specific) member 1 
(PLEKHA1), transcript variant 2, 
mRNA. 
-0,87 8,76 0,87 1,83 
PPM2C 
Homo sapiens protein 
phosphatase 2C, magnesium-
dependent, catalytic subunit 
(PPM2C), nuclear gene encoding 
mitochondrial protein, mRNA. 
-0,95 8,53 0,95 1,93 
PRRX2 
Homo sapiens paired related 
homeobox 2 (PRRX2), mRNA. 
1,50 11,25 1,50 2,82 
PRSS23 
Homo sapiens protease, serine, 
23 (PRSS23), mRNA. 
-0,98 11,18 0,98 1,98 
PRSS35 
Homo sapiens protease, serine, 
35 (PRSS35), mRNA. 
-1,32 8,15 1,32 2,49 
PTPRE 
Homo sapiens protein tyrosine 
phosphatase, receptor type, E 
(PTPRE), transcript variant 1, 
mRNA. 
1,46 8,91 1,46 2,75 
RAB13 
Homo sapiens RAB13, member 
RAS oncogene family (RAB13), 
mRNA. 
0,71 11,20 0,71 1,64 
RBM39 
Homo sapiens RNA binding 
motif protein 39 (RBM39), 
0,83 10,24 0,83 1,77 
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transcript variant 1, mRNA. 
RBM47 
Homo sapiens RNA binding 
motif protein 47 (RBM47), 
transcript variant 2, mRNA. 
0,78 7,34 0,78 1,71 
RERE 
Homo sapiens arginine-glutamic 
acid dipeptide (RE) repeats 
(RERE), transcript variant 1, 
mRNA. 
0,84 10,04 0,84 1,79 
RHOB 
Homo sapiens ras homolog gene 
family, member B (RHOB), 
mRNA. 
-0,98 11,26 0,98 1,97 
RPN2 
Homo sapiens ribophorin II 
(RPN2), mRNA. 
0,74 12,48 0,74 1,67 
RPS27A 
Homo sapiens ribosomal protein 
S27a (RPS27A), mRNA. 
-0,68 11,30 0,68 1,61 
RPS6KA2 
Homo sapiens ribosomal protein 
S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2 
(RPS6KA2), transcript variant 2, 
mRNA. 
1,19 10,85 1,19 2,28 
RRAS2 
Homo sapiens related RAS viral 
(r-ras) oncogene homolog 2 
(RRAS2), mRNA. 
-0,78 9,73 0,78 1,72 
RSU1 
Homo sapiens Ras suppressor 
protein 1 (RSU1), transcript 
variant 1, mRNA. 
-0,75 8,67 0,75 1,68 
SAMD4B 
Homo sapiens sterile alpha motif 
domain containing 4B 
(SAMD4B), mRNA. 




acetyltransferase 1 (SAT1), 
mRNA. 
0,74 11,06 0,74 1,67 
SAV1 
Homo sapiens salvador homolog 
1 (Drosophila) (SAV1), mRNA. 
-0,87 8,70 0,87 1,82 
SEPT 11 
Homo sapiens septin 11 
(SEPT11), mRNA. 
-0,75 11,40 0,75 1,68 
SF3A2 
Homo sapiens splicing factor 3a, 
subunit 2, 66kDa (SF3A2), 
mRNA. 
0,65 11,42 0,65 1,57 
SHRM 
Homo sapiens shroom (SHRM), 
mRNA. 
-1,10 9,03 1,10 2,15 
SLC25A43 
Homo sapiens solute carrier 
family 25, member 43 
(SLC25A43), mRNA. 
-0,88 9,23 0,88 1,84 
SLC4A4 
Homo sapiens solute carrier 
family 4, sodium bicarbonate 
cotransporter, member 4 
(SLC4A4), mRNA. 
0,97 9,40 0,97 1,96 
SLC4A5 
Homo sapiens solute carrier 
family 4, sodium bicarbonate 
cotransporter, member 5 
(SLC4A5), transcript variant c, 
mRNA. 
0,72 10,08 0,72 1,65 
SMOC1 
Homo sapiens SPARC related 
modular calcium binding 1 
(SMOC1), transcript variant 1, 
mRNA. 
0,81 7,83 0,81 1,76 
SNCAIP 
Homo sapiens synuclein, alpha 
interacting protein (SNCAIP), 





Homo sapiens sorting nexin 
family member 30 (SNX30), 
mRNA. 
-0,99 8,68 0,99 1,99 
SOCS5 
Homo sapiens suppressor of 
cytokine signaling 5 (SOCS5), 
transcript variant 2, mRNA. 
-0,70 8,83 0,70 1,62 
SRPX 
Homo sapiens sushi-repeat-
containing protein, X-linked 
(SRPX), mRNA. 
-0,89 9,99 0,89 1,85 
SYNC1 
Homo sapiens syncoilin, 
intermediate filament 1 
(SYNC1), mRNA. 
-0,89 8,45 0,89 1,85 
SYT17 
Homo sapiens synaptotagmin 
XVII (SYT17), mRNA. 
0,74 7,89 0,74 1,67 
TFPI2 
Homo sapiens tissue factor 
pathway inhibitor 2 (TFPI2), 
mRNA. 
1,25 7,83 1,25 2,38 
TGFBI 
Homo sapiens transforming 
growth factor, beta-induced, 
68kDa (TGFBI), mRNA. 
1,09 13,82 1,09 2,13 
TIPARP 
Homo sapiens TCDD-inducible 
poly(ADP-ribose) polymerase 
(TIPARP), mRNA. 
-0,87 10,86 0,87 1,82 
TMEM100 
Homo sapiens transmembrane 
protein 100 (TMEM100), 
transcript variant 2, mRNA. 
1,29 9,67 1,29 2,44 
TMEM145 
Homo sapiens transmembrane 
protein 145 (TMEM145), 
mRNA. 
0,84 7,77 0,84 1,79 
TMEM14A 
Homo sapiens transmembrane 
protein 14A (TMEM14A), 
mRNA. 
-0,62 9,59 0,62 1,54 
TMEM14B 
Homo sapiens transmembrane 
protein 14B (TMEM14B), 
mRNA. 
-0,99 10,25 0,99 1,98 
TMEM16A 
Homo sapiens transmembrane 
protein 16A (TMEM16A), 
mRNA. 
-1,83 8,82 1,83 3,56 
TMEM45A 
Homo sapiens transmembrane 
protein 45A (TMEM45A), 
mRNA. 
-0,89 9,76 0,89 1,85 
TP53INP2 
Homo sapiens tumor protein p53 
inducible nuclear protein 2 
(TP53INP2), mRNA. 
0,86 9,52 0,86 1,82 
TRAF5 
Homo sapiens TNF receptor-
associated factor 5 (TRAF5), 
transcript variant 1, mRNA. 
-0,70 7,77 0,70 1,63 
TSC22D1 
Homo sapiens TSC22 domain 
family, member 1 (TSC22D1), 
transcript variant 1, mRNA. 
-1,00 10,90 1,00 2,00 
TSPAN13 
Homo sapiens tetraspanin 13 
(TSPAN13), mRNA. 
-0,77 8,64 0,77 1,71 
UBR4 
Homo sapiens ubiquitin protein 
ligase E3 component n-recognin 
4 (UBR4), mRNA. 
0,62 10,07 0,62 1,54 
VWA5A 
Homo sapiens von Willebrand 
factor A domain containing 5A 
(VWA5A), transcript variant 1, 





Homo sapiens zinc finger 
CCCH-type containing 18 
(ZC3H18), mRNA. 
0,72 9,05 0,72 1,65 
ZNF295 
Homo sapiens zinc finger protein 
295 (ZNF295), transcript variant 
1, mRNA. 
-0,65 8,45 0,65 1,57 
ZNF423 
Homo sapiens zinc finger protein 
423 (ZNF423), mRNA. 
0,97 7,95 0,97 1,96 
ZNF562 
Homo sapiens zinc finger protein 
562 (ZNF562), mRNA. 
0,65 9,07 0,65 1,57 
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